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CAPÍTOL 1 
INTRODÍJCCIÓ

CAPITOL 1. INTRODUCCIO
1 ELS BACTERIS LACTICS DEL VI
La importancia deis bacteris láctics en enologia resideix tant en la seva capacitat 
d'afectar la qualitat final del vi així com en les implicacions económiques que de la seva 
actuació es deriven (Wibowo et al., 1985). Pasteur (1873) considerava que la presencia 
de bacteris láctics en vi disminuía la seva qualitat i causava per aixó peijudicis 
económics. Müller-Thurgau fou el primer investigador en adonar-se de que el seu 
creixement al vi possibilitava la reducció de l’acidesa i amb aixó es beneficiava la seva 
qualitat sensorial (Wibowo, 1985; Davis et a l , 1988).
1.1 SITUACIÓ TAXONÓMICA
Els bacteris láctics són un grup de microorganismes for9 a heterogenis des d'un punt 
de vista morfológic i fisiológic. Les seves característiques generáis principáis són el ser 
heterótrofs, quimio-organótrofs, Gram +, immóbils, no esporulats i anaerobis, anaerobis 
facultatius o microaerófils. No posseeixen catalasa, nitrit reductasa ni citocrom oxidasa. 
A més, produeixen quantitats abundants d’ácid láctic per fermentació de substáncies 
hidrocarbonades (Holt et al.y 1994). Els cinc generes de bacteris láctics presents al vi, 
acceptats actualment són els recollits a la taula 1.1 (Roissart i Luquet, 1994; Dicks, 
1995; Dicks et al., 1995; Schleiífer i Ludwig, 1996; Stiles i Holzapfel, 1997).
Genere Metabolisme de Morfología Agrupado cel-lular
carbohidrats
Leuconostoc Heteroláctic
Lactobacillus Homo/heteroláctic Bacil lar
Pediococcus Homoláctic
Coccoidal
Coccoidal
Apare 11 ats o cadenes 
Tétrades
Aíllats o cadenes
Oenococcus Heteroláctic Coccoidal Aillats o cadenes
Weissella Heteroláctic BaciMar/coccoidal Aparellats o cadenes
Taula 1.1. Classificació deis bacteris láctics presents al vi.
Leuconostoc, Oenococcus i Pediococcus són cocs, petites esferes de 0.5-1.0 pm de 
diámetre amb un morfotip colonial generalment llis si bé existeix certa heterogeneitat al
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respecte (Lafon-Lafourcade et a l, 1983; Fleet et al., 1984; Davis et al, 1988). Mentre 
Leuconostoc i Oenococcus es caracteritzen per la formació de cadenes, amb més o 
menys individus, els Pediococcus es disposen en tétrades formades com a conseqüéncia 
de la seva divisió en dos plánols perpendiculars (Holt et a l, 1994). Lactobacillus 
presenta en canvi una morfología bacil lar amb una llargária de 1.0-5.0 pm i un 
diámetre de 0.5-1.0 pm trobant-se generalment aparellats o en cadenes més o menys 
llargues. Váries especies abans incloses dins el genere Lactobacillus així con 
Leuconostoc paramesenteroides formen ara el genere comú Weissella on coexisteixen 
soques de morfología dispar (Collins et a l, 1993; Dicks, 1995).
D'entre tots els bacteris láctics presents al vi, el genere més important peí 
desenvolupament de la fermentació maloláctica (FML) és Oenococcus oeni (abans 
Leuconostoc oenos) i per aixó aquesta tesi es centra en el seu estudi Les primeres 
referéncies bibliográfiques relacionades amb aquest microorganisme corresponen a Garvie 
(1960) i Fomachon (1964) qui van realitzar estudis sobre la seva identificació i 
caracterització. Garvie (1967a) va descriure la nova especie L. oenos en base a la seva 
incapacitat per produir dextrá a partir de la sacarosa així com per la capacitat de créixer a 
pH baixos qué altres especies del seu hábitat natural, el vi, no podien suportar. L. oenos 
(actualment O. oeni) fou definit com a un bacteri láctic caracteritzat per formar 
majoritáriament l'isómer D(-) de l'ácid láctic a partir de la glucosa i també per la incapacitat 
de produir amoníac a partir de l'arginina (Garvie, 1975; 1976; 1984). Aquesta última 
afirmació és últimament posada en dubte per alguns autors qué detecten l’activitat 
arginina desaminasa a moltes de les soques assajades (Liu et al, 1994; 1995).
Des d'aleshores, s'han realitzat nombrosos estudis taxonómics centrats en aquest 
microorganisme utilitzant diferents técniques i assaigs metabólics, moltes vegades 
posades a punt per un grup d’investigació i escassament utilitzat per altres. Així, Garvie 
(1967b) va descriure la necessitat d'afegir vitamines i aminoácids al medis de cultiu de 
Leuconostoc per obtenir creixements acceptables. Especialment important era la 
necessitat d'afegir suc de tomáquet en la composició d'aquests medis (Garvie, 1984). 
Amachi et al. (1969; 1971; 1975) explicarien aquesta necessitat en base a la presencia al 
tomáquet de l’ácid 4'-0-((LD-glucopiranosil)-D-(R)-pantoténic. Els efectes beneficiosos 
d'aquest dereivat de l'ácid pantoténic han estat posteriorment demostráis en altres 
bacteris láctics (Babu el al., 1992). Tanmateix, la capacitat d'assimilació d'aquest 
component no deixa de ser avui en dia un més deis trets que deíineixen O. oeni. Garvie
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(1967b), Tracey i Britz (1989) i Fourcassie et a l (1992) desenlien la utilització de 
proves d'assimilació d'aminoácids essencials com a una ferramenta d'interés en la 
identifícació de noves soques d'O. oeni.
Els patrons electroforétics de diferents enzims també han estat utilitzats en la 
taxonomía d'O. oeni (van Vuuren i Dicks, 1993). La lactat deshidrogenasa (LDH) 
s'utilitzá per diferenciar O. oeni deis Leuconostoc i deis Lactobacillus (Garvie, 1980; 
Dicks i van Vuuren, 1990). Així mateix, Hontebeyrie i Gasser (1974) i Garvie (1984) 
van demostrar la utilitat de metodes immunológics per separar diferents especies en 
funció de les seves deshidrogenases (lactat deshidrogenasa i glucosa-6-fosfat 
deshidrogenasa). Tracey i Britz (1989) van efectuar estudis taxonómics basant-se en 
perfils d'ácids grassos mentre Garvie (1984) i Boizet et al. (1992) van descriure el 
tipatge per bacteriófags com a eina per identificar soques d'O. oeni. Els estudis realitzats 
es fonamentaven en la análisi de les característiques morfológiques deis bacteriófags 
així com en el fraccionament del seu genoma amb diferents enzims de restricció. La 
realització de patrons de proteines cel lulars solubles totals efectuáis per Dicks et al. 
(1990) i Dicks (1995) també permetien reaützar agrupaments de soques i diferenciar O. 
oeni d'altres bacteris láctics.
Durant els últims anys, l'aparició de noves ferramentes de biología molecular ha 
permés la realització d'adscripció de les soques a genere i especie d'una manera més 
rápida i acurada. L'análisi de les seqüéncies d'ARN 16S (Wallbanks et al., 1990; 
Martínez-Murcia i Collins, 1990; Collins et al., 1991; Lejeune i Lonvaud-Funel, 1997), 
23S (Martínez-Murcia et al., 1993), RFLP de gens libosomals o restiiccions d'ADN total 
(Viti et al, 1996) i hibridacions ADN-ADN (Hontebeyrie i Gasser, 1974) efectuades els 
últims anys revela l'existéncia de d'importants diferencies entre L. oenos i la resta de 
bacteris láctics. A aqüestes diferencies cal afegir les tradicionalment utilitzades per 
caracteritzar O. oeni, com poden ser el creixement en presencia d'etanol, en medis acídics 
i amb unes determinades temperatures (Dicks et al, 1995). Alguns autors creuen per aixó 
qué cal reclassificar l'espécie i anomenar-la Oenococcus oeni (Dicks et al, 1995; 
Schleiffer i Ludwig, 1996; Lejeune i Lonvaud-Funel, 1997; Zavaleta et al., 1997). 
Aquesta nova terminología s'ha adoptat en l’escriptura d’aquesta tesi malgrat que en 
nombrases referéncies internes i externes s'utilitze el nom tradicional d'L. oenos.
La identifícació de nous individus de l'espécie O. oeni realitzada en aquesta tesi, s'ha 
efectual mitjan^ant les proves clássiques enunciades al Bergey's Manual o f Syslemaiic 
Baclerioloyy. Aquest manual elássie descriu ais individus de l'espécie Oenococcus oeni,
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abans Leuconostoc oenos, com aquelles cél lules esfériques o quasi-esfériques qué es 
troben en parelles o cadenes i d’una dimensió de 0.5-0.7 jam x 0.7-1.2 jjm (Holt et al, 
1994). De carácter Gram +, immóbils i no formadores de espores. Són anaerobis 
facultatius, quimiorganótrofs, amb un requeiiment obligat pels carbohidrats fermentables. 
El seu creixement és forfa lent i produeix colónies de morfologia petita fins i tot en medis 
de nutricio complexos. Aqüestes característiques es detallen a l'apartat de materials i 
métodes del capítol 2 que tracta de l'aillament i identifícació de noves soques á'O. oeni.
1. 2 ECOLOGIA DELS BACTERIS LÁCTICS DEL VI
Els bacteris láctics es troben al raím i passen al most durant les primeres etapes de la 
vinifícació. Habitualment, el primer procés que te lloc al most és la fermentació
alcohólica desenvolupada pels llevats. El creixement deis llevats inhibeix el
desenvolupament deis bacteris láctics, bé siga per 1'alliberament al medi d'algunes 
substáncies toxiques produídes, com pot ser l’etanol, o bé peí consum de nutrients 
(Ribéreau-Gayon et a l, 1978). Setmanes després de l'inici de la fermentació alcohólica, 
aquests nutrients i els productes derivats de la seva metabolització són excretats al vi o 
bé s’incorporen a ell per Tautólisi deis llevats. Així, els llevats, principalment 
Saccharomyces cerevisiae, excreten una tercera part del nitrogen que absorbeixen 
durant el seu creixement en forma d’aminoácids, péptids, purines, pirimidiñes, 
nucleósids, nucleótids oligo i polinucleótids i complexes polisacárids rics en proteines 
que poden aprofitar els bacteris per desenvolupar-se (Beelman et a l, 1987).
Degut a aqüestes influéncies i també a altres, com pot ser la preséncia d’S02, la 
temperatura o el pH, el número de bacteris láctics durant el procés de vinifícació no és 
constant, com tampoc no ho són les espécies predominants. Els bacteris láctics presents 
al raim de forma majoritária són Lactobacillus hilgardii i Lb. casei. Al principi de la 
fermentació alcohólica són les espécies Pediococcus damnosus, Lb. plantarum i Lb. 
casei juntament amb O. oeni (abans Leuconostoc oenos) i L. mesenteroides les 
predominants, arribant a concentracions máximes de 104 ufe mL1 (van Vuuren i Dicks, 
1993). Durant el desenvolupament de la fermentació alcohólica el número de bacteris 
láctics totals decreix i tan sois es detecten algunes unitats de Lb. plantarum i O. oeni. 
D’aquests, només sol resistir a la majoria deis casos el segon, qué és així l'encarregat de 
dur endavant el procés de l’FML en arribar a concentracions cel lulars de 107 ufe m i/1. 
Aquesta evolució típica en vins de pH al voltant de 3.5 no coincideix exactament amb
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altres que presenten un pH superior, on poden desenvolupar-se altres bacteris láctics 
amb conseqüéncies diverses. A la majoria de vins europeus, el creixement de 
Pediococcus o Lactobacillus en vi sol anar associada amb la producció de compostos 
indesitjables. Tanmateix, existeixen notables excepcions tant a Europa, Lb. plantarum a 
Córdova (Calero, 1993) o Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus o Lb. fermentum a 
Galicia (Agrelo, 1987; Sieiro et al., 1990; Calo et al., 1991) com a Austrália, Lb. 
hilgardii o Ped. cerevisiae (Davis et al., 1985b) on aquests microorganismes són els 
responsables de la realització de 1TML de manera satisfactoria. Aixó implica dones, la 
necessitat de realitzar estudis particulars per a cada área geográfica i el teñir molta 
precaució en extrapolar resultáis d'un lloc a un altre.
1.3 ASPECTES METABÓLICS DELS BACTERIS LÁCTICS DEL VI (AMB 
ESPECIAL INCIDÉNCIA EN O. oeni)
1.3.1 Metabolisme de carbohidrats
Els bacteris láctics no disposen del cicle deis ácids tricarboxílics ni deis sistemes de 
citocroms, per la qual cosa no poden obtenir energia mitjan9 ant una fosforilació 
oxidativa. Així dones, l'obtenció d'energia s'ha de realitzar vi a una fosforilació a nivell 
de substrat durant la fermentació deis carbohidrats (Cogan i Jordán, 1994). Peí que 
respecta a les hexoses, aquesta metabolització es pot realitzar per dues vies 
metabóliques altematives que es diferencien per la forma en qué es trenquen les seves 
estructures carbonades. Tanmateix, ambdues comparteixen el fet de que només són 
atacades les hexoses-fosfat amb gluco-configuració (Kandler, 1983).
La preséncia de la via homoláctica de degradado de les hexoses (Embden- 
MeyerhoíT-Pamas) al genere Pediococcus i a alguns Lactobacillus els permet disposar 
d'un metabolisme homofermentatiu caracteritzat per la formado majoritária d'ácid láctic 
(90-95%). Aquests microorganismes es caracteritzen per la possessió de l’enzim 
fructosa-difosfat-aldolasa que permet l'obtenció de dues molécules d'ácid láctic i la 
generació de dues d'ATP a partir d'una de glucosa.
Els altres bacteris láctics qué es poden trobar al vi, Leuconostoc, Oenococcus, 
Weissella i altres espécies de Lactobacillus degraden les hexoses mitjan^ant la ruta 
heteroláctica elucidada per DeMoss et al. (1951) i Gonsalus el al. (1952) anomenada de 
les pentoses-fosíat, que es caracteriza perqué a més de láctic, rendeix ácid acétic, etanol 
i C 02 vn diferents proporcions. Aquesta ruta es diferencia de l’homoláctica per
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I'abséncia de l'aldolasa i per la presencia de dues deshidrogenases i una fosfocetolasa. A 
les reaccions iniciáis de la via heteroláctica (figura 1.1), la glucosa es transforma en 
gluconat-6-fosfat consumint una molécula d'ATP i reduint un equivalent d'NAD(P)+. 
Aquest gluconat-6-fosfat es descarboxila aleshores a ribulosa-5-fosfat, consumint un 
altre NAD(P)+ i alliberant una molécula de C 02. La xilulosa-5-fosfat resultant 
s'escindeix i en resulten dues molécules: el gliceraldehid-3-fosfat, qué es metabolitza 
per la branca glicolítica de la ruta heteroláctica fins a lactat, i una molécula de dos 
carbonis, l'acetil-fosfat, que es destina a la producció d’ácid acétic o etanol. Les 
proporcions relatives en qué s’obtenen aquests productes depén de les necessitats de 
poder reductor qué tinga el bacteri. Si n'hi ha un déficit de cofactors oxidats, 
l'acetil-fosfat es metabolitza per la via de l'etanol, que permet la reoxidació de dues 
molécules de cofactor NAD(P)H. Si existeix un acceptor d'electrons al medi, l'acetil-P 
es pot destinar a la producció d'ácid acétic, amb el guany d'un ATP extra (Lucey i 
Condon, 1986; Condon, 1987; García et a l, 1992b).
Quan l'hexosa fermentable no és la glucosa sinó la fructosa, els bacteris heteroláctics 
poden reduir-la a mannitol per un sistema enzimátic col-lateral a la ruta de les 
pentoses-fosfat, la mannitol deshidrogenasa. D'aquesta manera, les molécules 
d'NAD(P)H generades a les etapes iniciáis del metabolisme de les hexoses es poden 
reoxidar. Així, amb la preséncia de fructosa al medi, les dependéncies externes peí qué 
fa a la necessitat d'equilibrar constantment el balan9  redox disminueixen, i el creixement 
bacteri á es veu afavorit. La influéncia qué podia teñir el cometabolisme de diferents 
fonts de carboni sobre el creixement d'O. oeni en medis sintétics ha estat anteriorment 
estudiada (Tracey i van Rooyen, 1988; Krieger et al., 1992).
Salou et al. (1994) van determinar l'efecte beneficios d'aquesta metabolització de manera 
conjunta explicant-la en base a una menor dependéncia de fNAD+ i a una major capacitat 
de producció d'ATP via l'acetat quinasa. La preséncia de rutes paral-leles (via del glicerol i 
via de Peritritol) amb el mateix objectiu final, la reoxidació de l'NADP(H), s'ha descrit 
anteriorment per a la glucosa (Veiga-da-Cunha et al, 1992). Tanmateix, les condicioas 
sota les quals funcionen aqüestes vies, i la importáncia quantitativa del seu funcionament, 
són aspectes qué encara es troben en fase d’estudi (Veiga-da-Cunha et al., 1993).
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Figura 1.1. Negre, ruta heteroláctica de fermentació d’hexoses en bacteris lácíics 
{Qenococcus oem}\ roig, via de produeció dei mannitoi; blau, vies de prodúcelo del 
glicerol i deleriíritol (Veiga de Cunha ei a l, 1992). Veure abrevia tures.
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Els bacteris heterofermentatius (com O. oeni) també poden utilitzar les pentoses 
presents al vi (fonamentalment arabinosa i ribosa) degradant-les per la via de les 
pentoses-fosfat. Així, qualsevol pentosa qué es puga convertir en xilulosa-5-P, 
s’incorpora en aquest punt a la via i continua la seva metabolització rendint els 
productes tipies d'aquesta ruta. Per fer-ho, algunes slian d'isomeritzar, epimeritzar i 
després fosforilar (figura 1.2). Óbviament, la fermentació d’aquestes pentoses no 
necessita d'una descarboxilació previa i, el qué és més important, no li cal consumir 
dues molécules de NAD(P)+ per fer-ho. Aixó permet qué tot l'acetil-P es puga destinar a 
la producció d’ácid acétic generant una molécula d’ATP (Lonvaud-Funel, 1991).
L-ÁRABINOSA
LREBULOSA
L-RIBULOSA-5-P
ARABITOL5-P
ARABITOL
Figura 1.2. Esquema del metabolisme general de pentoses i pentitols ais bacteris 
láctics. Cogan i Jordán (1994) amb modificacions.
La conseqüéncia és qué la metabolització de les pentoses permet un rendiment 
energétic més alt qué l’obtingut a partir de les hexoses.
Alguns Lactobacillus, entre ells Lh. plantarum o Lb. casei, disposen d’una tercera 
possibilitat de metabolització deis carbohidrats, rheterofermentació facultativa (Roissart i 
Luquet, 1994). Aquests bacteris fermenten les hexoses a la via d’Embden-Meyerhoff- 
Pamas, on produeixen lactat sota condicions normáis (acompanyat de xicotetes proporcions 
d’acetat, etanol i formiat en preséncia de quantitats limitants de glucosa). Les pentoses les 
metabolitzen a lactat i acetat amb una fosfocetolasa induible per la seva preséncia.
En preséncia d’oxigen, els bacteris láctics qué disposen d’un sistema actiu d’oxidases 
poden oxidar l’NADH (o NADPIÍ) i mantenir l’equilibri redox a l’interior cel lular.
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D'aquesta manera tot l'acetil-P produit a la via de degradado dliexoses es pot destinar a 
la producció d'energia via l'acetat quinas a i les céllules obtenen un gran avantatge 
fisiológic qué les permet créixer amb comoditat. Aqüestes respostes deis bacteris láctics 
a l'oxigen foren analitzades per Condon (1987) qui va descriure tres sistemes enzimátics 
capaes d'oxidar l'NADH present a les cél lules. Els dos primers són flavoproteines qué 
catalitzen la reducció de 1'02 a H2O2 i de 1'02 a H20  respectivament. L'NADH:H20 2 
oxidasa és un enzim citoplásmic prou inestable detectat a molts bacteris láctics (Anders 
et a l, 1970). L'NADH:H20  oxidasa també es troba situada al citosol i está prou estesa 
entre els bacteris láctics, havent-se purificat en alguns d'ells, com en Lactobacillus 
plantarían i en Leuconostoc mesenteroides (Lucey i Condon, 1986; Condon, 1987). El 
tercer sistema, una NADH oxidasa depenent dliematina és un sistema associat a la 
fracció membranosa descrit per Streptococcus faecalis i només detectat en unes poques 
soques de bacteris láctics (Condon, 1987).
Pero el sistema de les NADH oxidases no és present o no és funcional a totes les 
soques de bacteris láctics conegudes. Lucey i Condon (1986) van descriure l'abséncia 
d'activitat NAD(P)H oxidasa en la soca L. mesenteroides ATCC 12291 qué li impedia la 
formado d'ácid acétic (i conseqüentment d'ATP) degut a qué l'acetil-P havia de 
destinar-se a la regeneració d'NAD(P)H mitjan^ant la via de l'etanol. Aixó impedia a 
aquesta un millor creixement en preséncia d'oxigen. La necessitat de posseir un sistema 
NAD(P)H oxidasa com a requisit previ per poder produir ATP en condicions aeróbies 
va ser confirmat anys després amb la utilització de diferents soques d’aquesta mateixa 
espécie i d'altres pertanyents al génere Leuconostoc (Nuraida et a l, 1992) així com a 
altres bacteris láctics (Wairiner i Morris, 1995). Recentment, Sakamoto i Komagata 
(1996) han estudiat la distribució de l'NADH:H202 oxidasa en diferents géneres de 
bacteris láctics (.Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus i 
Enlerococcus). Els seus resultáis avalen la hipótesi general d'un millor creixement deis 
cultius en preséncia d'oxigen, sempre i quan presenten tant un sistema NADH oxidasa 
actiu com un altre de peroxidases qué elimine l'H20 2  produit.
La metabolització deis carbohidrats presents al most o al vi pot lloc a una elevada 
producció d'ácid láctic (picadura láctica), amb conseqüéncies negatives peí vi (García el 
al, 1992b). Un altra possible conseqüéncia negativa de l'excés de carbohidrats al vi és la 
producció de mannilol a partir de fructosa produida peLs bacteris heteroférmentatius 
anomenada fermentació mannítica (Suárez i Iñigo, 1990). Aquests bacteris (entre ells O.
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oeni) tenen l'enzim mannitol deshidrogenasa qué. transformant la fructosa a mannitoL, 
permet la regenerado deis cofactors reduits a la via heteroláctica (Chalfan et al., 1975). 
Així mateix, l'activitat de diferents espécies de Leuconostoc sobre els carbohidrats del vi 
pot donar lloc a la formado de pel lícules de carbohidrats, com és el dextrá. a partir 
sacarosa. Aquesta producció de dextrá, o greix del vi, proporciona al vi una ap a re ja  
viscosa indesitjable. Així mateix, la metabolització de les pentoses pot donar lloc a la 
producció d'acétic, que si superen uns nivells moderáis condueixen a l'avinagrament del vi.
1.3.2 Metabolisme de polialcohols
Ais bacteiis láctics presents al vi també slian descrit rutes de metabolització deis 
polialcohols (fonamentalment glicerol). L'interés d'aquesta metabolització es centra per una 
banda en la producció d'acroleína, mitjan9 ant dues deshidratacions consecutives i per un 
altra, en la de pirúvic mitjan9 ant la incorporado de la dihidroxiacetona-P al flux glicolitic 
(figura 1.3)(Radler, 1975; Iafon-I^afourcade, 1983; García et al, 1992b).
GLICEROL
1 GLICEROL DESHIDROGENASA
ATP MAD*
^  H2° ADP j. NADH
3-HIDROXI l PROPANOL DIHIDROXIACETONA-P
NADH
. '-*• NAO*
ACROLEÍNA 1,3-PROPANODIOL GLJCOLJ3I
Figura 1.3. Esquema de la ruta de metabolització del glicerol ais bacteris láctics. A 
partir de García et al. (1992b) amb modificacions.
L'acroleina produida a la ruta de l'aldehid-hidroxipropiónic (Amerine i Kunkee, 1968; 
Lafon-Lafourcade, 1983) pot aleshores reaccionar amb els polifenols presents al vi i produir 
un compost de sabor amarg amb evidents repercussions negatives (García et al., 1992b).
1.3.3 Metabolisme de components nitrogenats (aminoácids): fo rm ado  d 'am ines 
biogéniques
El contingut en components nitrogenats es veu significativament alterat durant l'FML 
pels bacteris láctics al vi (van Vuuren i Dicks, 1993). La descarboxilació d'alguns 
aminoácids presents al vi, com són la histidina i la tirosina. pot donar lloc a la producció
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d'amines biogéniques, respectivament histamina i tiramina (Vidal-Carou et al., 1990a). 
La perillositat d'aquestes amines es deu a la seva toxicitat quan es presenten en elevades 
quantitats al vi (Vidal-Carou et al., 1990b). La formado d'amines biogéniques ha estat 
descrita per a soques de Pediococcus spp. generalment, encara qué també es troben 
referéncies d'O. oeni (Lonvaud-Funel i Joyeux, 1994) i Lactobacillus hilgardii (Farias et 
al., 1993). La producció d'aquests composts sol estar associada a vins amb pH alt i 
concentracions d'S02 baixes (Vidal-Carou et al., 1990b; García et al., 1992b).
1.3.4 Metabolisme d'ácids orgánics
Si bé l'FML, aspecte central del nostre estudi, in sensu stricto és la bioconversió de 
l'ácid málic en ácid láctic, la metabolització paral-lela d'altres ácids orgánics presents al 
vi no ha d'oblidar-se. Els ácids orgánics qué O. oeni (i altres microorganismes) poden 
trobar al vi, o bé són els propis del vi o bé són un producte més del metabolisme de la 
microbiota allí existent. Els bacteris láctics, entre ells O. oeni, poden sintetitzar aquests 
ácids com a subproductes de les rutes degradatives de carbohidrats. Aquesta preséncia 
d'ácids orgánics i l'escassetat d'altres substrats fermentables com poden ser el 
carbohidrats, pot permetre en ocasions ais bacteris (O. oeni) la seva degradado per 
obtenir l'energia i el poder reductor necessaris qué suporten el seu des^nvolupament i 
indirectament l'FML. Al vi, els ácids orgánics predominants són el málic i el tartáric 
(Radler i Bróhl, 1984; van Vuuren i Dicks, 1993). L’estudi de l'ácid málic resulta 
interessant per la seva degradado a láctic (FML), mentre qué el del tartáric es centra en 
les conseqüéncies negatives de la seva degradado (volta tartárica). Així mateix, al vi 
són presents en menors quantitats l'ácid fumáric i l'ácid cítric (Radler i Bróhl, 1984; van 
Vuuren i Dicks, 1993). L'ácid fumáric només es assimilat per alguns bacteris láctics 
(Cofran i Meyer, 1970; van Vuuren i Dicks, 1993). La metabolització de l'ácid cítric si que 
resulta interessant per la formado de compostos aromátics a la seva ruta de degradado 
(Radler i Bróhl, 1984; Davis et al., 1985b). A banda d'aquests ácids, al vi es poden trobar 
quantitats molt inferiors d'altres ácids, com l'oxalacétic o succínic que generalment no 
afecten de manera notable la seva estabilitat físico-química (Lonvaud-Funel, 1991).
Ácid cítric
L'ácid cítric es troba present al vi en quantitats al voltanl de 0.5 g L"1 (Wibowo et al., 
1985; van Vuuren i Dicks, 1993). Alguns bacteris láctics, entre ells O. oeni, poden 
degradar l'ácid cítric per la ruta de la citrat liasa encara que no semprc poden viure
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exclusivament amb ell com a única font d'energia (Cogan, 1987; Hugenholtz, 1993). 
Tanmateix, varíes observacions en la literatura asseguren que raddició de citrat ais medis 
sintétics basats en carbohidrats estimula el creixement deis bacteris láctics (Cogan, 1987).
Al cas d'O. oeni, l'explicació a aquest efecte positiu pot estar basada en les constants 
necessitats de regeneració deis cofactors reduíts durant la transformació de la 
glucosa-6-P en gluconat-6-P i d'aquest en xilulosa-5-P. O. oeni pot convertir el citrat en 
piruvat i per reducció a lactat. En aquesta última transformació s'oxida una molécula 
d'NADH qué contribueix a equilibrar el potencial redox cel lular. Pero aquesta no és 
Túnica contribució possible de l'ácid cítric al metabolisme cel lular. Existeixen altres 
vies del seu catabolisme, amb implicacions organoléptiques, qué possibiliten la 
producció d'acetoina, 2,3-butanodiol i diacetil (Shimazu et al., 1985; Revel et al., 1989). 
Sota condicions favorables, amb una multiplicació bacteriana intensa, O. oeni dedica el 
piruvat provinent de la degradado de l'ácid cítric a la producció de lípids mentre 
l’acetil-P es dedica a la producció d’ácid acétic i d’ATP. Amb un desenvolupament 
bacteriá més lent, el piruvat es dirigeix cap la via de producció d'acetoina, diacetil i 
2,3-butanodiol (components aromátics). Aixó explica com, en vins on el 
desenvolupament bacteriá i l'FML són lents, s'aprecien més intensament modiflcacions 
organoléptiques degudes a la generació de substáncies acetoíniques (Shimazu et al., 
1985; Lonvaud-Funel, 1991; Hugenholtz, 1993). La proporció en que aquests 
components són produíts depén tant la soca de bacteri láctic utilitzada com del pH del vi 
(Zeeman et al., 1982; García et al., 1992b). En quantitats limitades, la degradado de 
l'ácid cítric resulta recomanable (Buckenhüskes, 1993). Tanmateix, una excessiva 
producció d'aquests compostos, aporta al vi un indesitjable aroma i fa que siga rebutjat 
pels consumidors (Davis et al., 1986b). A més, es poden produir importants quantitats 
d'ácid acétic per activitat de la citrat-liasa, o bé a partir del piruvat (via acetil-CoA) amb 
el consegüent avinagrament del vi (Lafon-Lafourcade, 1983).
Ácid tartáric
L'ácid tartáric present al vi només és degradat per alguns bacteris láctics en vins a pH 
superior a 3.5 (van Vuuren i Dicks, 1993). La descomposició de l'ácid tartáric pels 
bacteris láctics (anomenada volta) te conseqüéncies negatives per al vi degut a 
l'excessiva producció d’ácid acétic i acetoína (Lafon-Lafourcade et al., 1983). D'una 
banda li dóna un sabor avinagrat al vi, si els nivells d'ácid acétic sobrepassen els 
perceptibles peí gust, i d'un altra li confereix un aroma a sauerkraut no desitjable.
.i i .
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Normalment aquest problema no sol associar-se a l’FML efectuada amb soques 
seleccionades d'O. oeni perqué la no degradado de l'ácid tartáric sol ser un deis criteris 
enológics qué han de satisfer els bacteris destináis al seu ús com a cultius iniciadors 
(Buckenhüskes, 1993). La capacitat per degradar l'ácid tartáric, deguda a l'enzim que el 
transforma en oxalacetat (Fomachon, 1964), només sTia descrit per algunes soques de 
Lb. plantarum i Lb. brevis (Dicks i van Vuuren, 1990).
Ácid málic
Els bacteris láctics presents al vi poden transformar l'ácid málic en ácid láctic i C 0 2. 
Aquest procés, anomenat fermentació maloláctica, confereix al vi diferents propietats 
característiques que serán esmenades al llarg d'aquesta introducció (apartat 1.2.2). La 
metabolització d'aquest ácid, en preséncia de carbohidrats, pot incrementar la taxa de 
creixement deis bacteris láctics (O. oeni) (Pilone i Kunkee, 1972; 1976).
Els sistemes enzimátics implicáis en la desacidificació són diversos, coneixent-se 
fins ara tres rutes altematives (figura 1.4). La primera és la ruta de la malat 
deshidrogenasa, només present en algunes soques de bacteris láctics capacitades per a la 
síntesi de novo d'aminoácids, amb nul interés enológic per no desenvolupar-se ais 
bacteris láctics presents al vi (Lautensach i Subden, ’987; García et al., 1992b).
La segona de les rutes, descoberta per Korkes i Ochoa (1948) en Lb. plantarum presenta 
un enzim NAD+ depenent amb l'ácid pirúvic com a únic intermediari. Schültz i Radler van 
purificar un tercer enzim en Lb. plantarum depenent d*NAD+ i Mn2+ anomenat enzim 
maloláctic (EML) E.C. 1.1.1.38 capa9 de descarboxilar directament l'ácid L-málic a L-láctic 
i C 02 (Battermann i Radler, 1991; García et al., 1992b). Més informado relativa a la 
degradado de l'ácid málic present al vi (FML) es troba a l'apartat 2 d'aquest capítol.
NAD* NADH CO-¿ NADH NAO*
[1] L M A L A T  » O X A L A C E T A T ------- P IR U V A T ----------------- ,  Ek0  0 ¡j + j  LACTAT
D { )  o L(+) L D ti
CO2 NAO* NADH NADH NAO*
;  1  ; v j
[2] L-MALAT — = -------------— — * PIRUVAT — ^  ■* D(-) o L/4) LACTATEM
co2
[3] L-MALAT------ ^  1/+ )  LACTAT
Figura 1.4. Esquema de les diferents rutes de metabolització de l'ácid F-málic presents 
ais bacteris láctics.
CAPÍTOL 1. INTRODUCCIÓ 
2 LA FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA
La fermentació maloláctica (FML) és el procés bacteriá mitjan9 ant el qual els 
bacteris láctics transformen l’ácid L-málic present al vi en ácid L-láctic i C 02 (Pilone i 
Kunkee, 1970; Liu i Gallander, 1983; Davis et al., 1985b; Wibowo et al., 1985; 
Lonvaud-Funel, 1994; Henick-Kling, 1995). Aquest procés es desenvolupa, de forma 
natural al vi, generalment després de la fermentació alcohólica. A banda de la 
descarboxilació de l’ácid málic, l'FML duu aparellada la transformació d'uns altres 
metabólits presents al vi qué possibiliten l'aparició de nous aromes (Davis et al., 1985b; 
Henick-Kling, 1995; Sauvageot i Vivier, 1997) i aporta al vi una elevada, que no total, 
estabilització microbiana (Costello et a l , 1983; Davis et al., 1985b; García i Pardo, 1988).
La fermentació és duta a terme pels bacteris láctics del vi, pertanyents ais generes 
Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus o Weissella (Davis et al., 1985b; 
Dicks, 1995). L'espécie O. oeni (abans L. oenos) és la més freqüentment associada a 
l'FML desenvolupada en vins europeus (Lafon-Lafourcade, 1983; van Vuuren i Dicks,
1993) degut a la seva capacitat per créixer amb el baix pH que aquests presenten 
(Henick-Kling, 1986a; van Vuuren i Dicks, 1993).
Pasteur (1873) va estudiar la participado deis bacteris láctics en l'elaboració de vi. 
Anys més tard, Koch (1898) els va aillar i va introduir el concepte d'FML (Kunkee, 
1967). Móslinger (1901) va presentar una equació global on descrivia l'FML com la 
conversió de l'ácid málic en ácid láctic + C 02 i intentava esbrinar la relació 
estequiométrica d'aquest procés. Anys més tard, Müller-Thurgau i Osterwallder (1913) 
publicaren una descripció deis bacteris láctics que podien efectuar l'FML juntament amb 
una clau taxonómica per a la seva classificació. Crues (1943) va realitzar una revisió 
deis microorganismes implicáis en l'elaboració del vi on va mencionar l’existéncia 
d'alguns bacteris que podien utilitzar l’ácid málic. En aquests anys, Korkes i Ochoa 
(1948) comen9 aren la investigado de la bioquímica de l'FML.
Pero va ser a la segona meitat del segle XX quan els estudis per afavorir i controlar 
l’FML van adquirir més importáncia. A banda de ser un métode natural per reduir 
l’excessiva acidesa d'alguns vins, l'FML. podía efectuar un procés final de modulació de 
característiques organoléptiques al vi que resultaven beneficioses (Henick-Kling, 1995). 
A més, el procés maloláclic reduía en molt el perill de teñir enterboliment bacteriá 
després de l'embotellamcnt del vi (Iñigo et al., 1969). L'interés investigador sobre 
múltiples aspectes de l'FML en vi continua, avui en dia, sent molt gran i així ho
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confirma l'elevat i constant nombre d'articles científics publicáis, alguns deis quals es 
citen al llarg d’aquesta tesi.
2.1 BENEFICIS DE L’FML PELS BACTERIS LÁCTICS
Malgrat qué no és una veritable fermentació en la qual s’obtinga directament energía 
i poder reductor, la descarboxilació de l'ácid málic a ácid láctic és beneficiosa peí 
creixement bacteriá (Pilone i Kunkee, 1970). El primer benefici pels bacteris láctics {O. 
oeni) associat a l’FML és l'augment de pH qué es provoca al vi quan un deis grups 
carboxílics de l'ácid málic es transforma en C 02 (Cox i Henick-Kling, 1990; 
Henick-Kling et a l , 1992). Una gran part del metabolisme bacteriá en vi es centra en el 
manteniment del pH intem cel lular. L’existéncia d’un ambient menys acídic al vi, 
permet els bacteris disposar del nutrients per créixer, que en cas contrari són destináis a 
aquest manteniment (Henick-Kling et a l , 1992).
Pero més interessant resultaría la possibilitat de producció d’energia (ATP) durant la 
realització de l’FML. Aquesta hipótesi fou suggerida per Cox i Henick-Kling (1989) qui 
proposaven una via quimiosmótica de producció d’energia. Així, l'entrada del malat a la 
cél lula es produiria per transport actiu (uniport de malat) (Salema et al., 1994). Llavors, 
el malat seria descarboxilat a lactat per l’enzim maloláctic. El lactat resultant seria 
cotransportat a l'exterior cel lular junt a varis protons, la qual cosa permetria la 
generació d’un gradient de protons (Kunkee, 1991). Aquest gradient electroquímic de 
protons, produit peí simport estequiométric de molécules de lactat i protons, pot ser 
utilitzat per una ATPasa per a la síntesi d'ATP (Loubiere et al., 1992). Aquesta capacitat 
de generació d'ATP acoblada a l'FML es presenta a diferents soques de bacteris láctics, 
entre les qué es troben algunes de Lb. plantarum (Olsen et al., 1991; García el al., 
1992a) i d'O. oeni (Cox i Henick-Kling, 1990; Poolman et al., 1991), i s'associa 
directament a la preséncia d’un sistema enzimátic actiu capa£ de descarboxilar l'ácid 
málic. Aquesta activitat mesurada in vivo és altament dependent del pH. Tanmateix, 
l’efecte quantitatiu d'aquesta mínima generació d'energia sobre el desenvolupament d'O. 
oeni no és massa apreciable, especialment quant a banda d'ácid málic no existeix un 
altra font d'energia (carbohidrats) present al medi (Cox i I Icnick-Kling, 1995).
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2.2 BENEFICIS IPERJUDICIS DE L'FML PER LA PRODUCCIÓ DE VI
La fermentació maloláctica és un procés bacteriá qué es desenvolupa ais vins de 
manera natural, generalment una vegada ha conclós la fermentació alcohólica. Alguns 
productors de vi deixen fer a la natura i el desenvolupament de l'FML es converteix en 
un fenomen deixat a l’atzar. Altres tracten d'induir-la perqué es desitja la seva 
contribució positiva, i fíns i tot en ocasions es tracta d'inhibir perqué no es manifesten 
alguns aspectes negatius associats amb la seva realització. Entre els aspectes positius 
associats a l'FML, Kunkee (1974) i García i Pardo (1988) en van ressaltar tres.
El primer d’ells és la desacidificació biológica que sofreixen els vins quan l'ácid málic 
és transformat en ácid láctic, rebaixant així la seva acidesa, i fent-los més agradables al 
paladar. Si observem la figura 1.5 veurem com la descarboxilació de l'ácid málic, amb dos 
grups carboxils dóna lloc a l'ácid láctic qué només en presenta un (Peynaud, 1968).
CH OH
I I
HOOC -  CH9-  C -  COOH------------► CH,— C -  COOH 4- CO.
I I
H H
Acid málic Acid láctic
Figura 1.5. Esquema de la fermentació maloláctica.
Com a conseqüéncia de l'FML, el pH del vi pot augmentar 0.1-0.3 unitats 
(Bousbouras i Kunkee, 1971; Costello et al., 1985). Aquest increment de pH es 
considera positiu sempre qué el valor final no siga massa elevat. Un pH superior a 3.5 
pot afavorir el creixement de bacteris no desitjables qué donen lloc a un vi de baixa 
qualitat (Davis el al., 1985b). Aquesta desacidificació també es pot desenvolupar amb 
l'afegiment de productes químics pero aixó, ni estabilitza microbiológicament el vi ni 
óbviament permet la producció de components volátils.
El segon aspecte beneficios de l'FML el constitueix el creixement dcLs bacteris en si. 
Aquest desenvolupament es realitza a partir del consum deis nutrients residuals presents
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al vi després de la fermentació alcohólica. L'esgotament deis nutrients impedeix qué 
siguen utilitzats per altres bacteris peijudicials qué podrien créixer amb posterioritat i 
enterbolir el vi embotellat. Es pot dir qué un vi que ha sofert l'FML és més estable qué 
un altre on no slia desenvolupat, degut al consum deis nutrients presents al vi per part 
deis bacteris. Kunkee (1967) assegurava que després de la reducció deis nivells d'ácid 
málic efectuadap pels bacteris maloláctics, cap altre bacteri podía créixer al vi, arribant 
aquest a una estabilitat microbiana definitiva. Aquesta afirmació, en un principi 
acceptada per la comunitat científica, va ser posada en dubte anys més tard. El vi, una 
vegada realitzada l'FML, encara te prou nutrients per suportar el creixement bacteriá de 
Lactobacillus spp. i Pediococcus spp. (Costello et al., 1983; Davis et al., 1985b). El 
creixement d'aquests bacteris perjudicials és en certa mesura d'esperar, si tenim en 
compte que l'augment del pH, una de les primeres conseqüéncies de 1TML, els 
afavoreix. És per aixó qué els enólegs recomanen realitzar processos d'ajustament de pH 
i S 02 després de l'FML per finalitzar el procés de vinificació i impedir el creixement de 
cap altre bacteri. Amb tot, la realització de l'FML és un procés generalment considera t 
com a positiu per l'estabilització microbiológica que confereix al vi.
L'últim aspecte positiu qué generalment es considera associat a l'FML és la 
producció de components volátils qué augmenten la cárrega organoléptica del vins. Els 
canvis sensorials al vi són molt subtils i és per aixó que molts deis experts només poden 
detectar-los quan són produíts en altes concentracions (Kunkee, 1974). Una análisi més 
exhaustiva d'aquests components volátils requereix la utilització de técniques 
cromatográfiques més resolutives (GC) per determinar i quantificar els compostos. 
Valade i Laurent (1992) van comprovar com O. oeni a més de produir ácid láctic a 
partir deis sucres residuals, també podía sintetitzar acetaldehid, ácid acétic, etanol, 
diacetil, acetoína i 2,3-butanodiol com a components aromátics més característics. La 
producció d'aquests compostos pot beneficiar la cárrega organoléptica del vi sempre qué 
els seus valors es troben dins d'uns marges acceptables (Amerine et a i. 1982; Davis et 
al., 1985b). La producció d'aquests i uns altres components depén en molt de la soca 
bacteriana utilitzada, perqué no totes les soques els produeixen, ni ho íán en la mateixa 
quantitat (Davis et al., 1985b). Tot aixó ens ha de fer entendre l'FML com un procés 
bacteriá complex al que, si bé és fonamental la descarboxilació del málic, no cal 
menysprear les variacions quantitatives d'altres melabólils.
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En una revistó efectuada per Buckenhüskes (1993) s'afegeixen a aquests aspectes 
positius dos més, com són la disminució deis compostos nitrogenats així com la deis 
aldehids i cetones presents al vi. El consum del nitrogen afavoreix l'estabilitat del vi 
durant 1’emmagatzemament, impedint el creixement d'altres microorganismes. D'altra 
banda, amb la disminució del contingut d'aldehids i cetones es possibilita una aplicació 
limitada de l'S02. Si al vi existeixen aldehids i cetones, reaccionen amb l'S02 i anul len el 
seu efecte bactericida, requerint-se aleshores es seu l’afegiment en quantitats superiors.
A banda d'aquests processos, generalment consideráis com a positius, al vi també es 
produeixen d'altres canvis gens beneficiosos, promoguts per la desacidificació que 
implica l'FML. Aquests canvis són peijudicials bé per donar lloc a un vi insípid o bé per 
permetre qué es modifiquen de manera negativa els equilibris físico-químics qué allí 
existeixen. Entre els més freqüents podem citar la pérdua de color qué es produeix quan, 
com a conseqüéncia de l'augment de pH, l'S02 s'uneix ais polifenols. Aquesta pujada de 
pH pot també afavorir el creixement d'espécies microbianes perjudicials (que 
normalment es desenvolupen a pH superior a 3.5) i si l'augment de pH és encara 
superior, i s'arriba a valors al voltant de 3.6, afavoreix la precipitado del bitartrat 
potássic, es perd acidesa i es produeixen desequilibris físico-químics que perjudiquen la 
qualitat final del vi (Davis et al., 1985b).
2.3 PARÁMETRES QUE AFECTEN LA SUPERVIVÉNCIA DELS BACTERIS 
LÁCTICS (ESPECIALMENT O. oeni) I EL DESENVOLUPAMENT DE LA 
FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA AL VI
El desenvolupament de l'FML depén tant del creixement deis bacteris láctics com de la 
seva activitat enzimática de descarboxilació. Els efectes físico-químics i microbiológics 
sobre el procés són dones múltiples, incidint cadascun d'ells a un nivell diferent.
2.3.1 pH
El creixement deis bacteris láctics al vi es troba fortament condicionat peí pH, sent 
aixó un factor crític i moltes vegades decisiu per permetre o no la realització de l'FML 
(Bousbouras i Kunkee, 1971; Beelman el al., 1977; Britz i Tracey, 1990). Com era 
d'esperar, la influencia del píl del vi sobre el desenvolupament de l'FML és múltiple. En
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una primera instancia, el pH influeix sobre la taxa de creixement del bacteris presents al 
vi. Així, els experiments efectuats per diferents autors coincideixen en l'obtenció d'uns 
millors resultáis de creixement d’O. oeni quan més alt és el pH inicial (Bousbouras i 
Kunkee, 1971; Liu i Gallander, 1983; Pimentel et al., 1994). Cal pero teñir en compte, 
que el pH no és un parámetre físico-químic ai'llat qué es puga modificar sense afectar 
altres factors també directament relacionats amb el desenvolupament de l'FML (Liu i 
Gallander, 1983). Els efectes inhibidors tant de la temperatura com de l'S02 o de l'etanol 
es veuen directament lligats ais valors de pH al vi (Britz i Tracey, 1990), i a l'efecte 
produit per la combinado de tots aquests factors no són igualment sensibles totes les 
soques de bacteris láctics (Davis et a l , 1985b). Aqüestes interaccions entre el pH i 
altres aspectes físico-químics també s'han estudiat en medis sintétics, on el creixement 
del bacteri no es veia condicionat per parámetres incontrolats, confirmant-se els 
resultats préviament obtinguts en vi (Salou et a l, 1991; Pimentel et a l, 1994). Un altra 
derivado de l'efecte del pH sobre el creixement del bacteris láctics al vi es centra en la 
capacitat de generació d'ATP acoblada a la realització de l'FML (Cox i Henick-Kling,
1989). Així la forsa protomotriu generada quan el pH oscil la entre 3.5 i 4.5 és máxima 
mentre qué el sistema de generació d'energia es troba inhibit fora d'aquest rang (Cox i 
Henick-Kling, 1995). Aquest aspecte es tracta més extensament en l'apartat 1.2.3 
dedicat a la generació d'energia associada a l'FML.
2.3.2 Etanol
L'etanol inhibeix el creixement deis bacteris láctics presents al vi (Britz i Tracey,
1990) interferint en els processos d'unió deis lípids qué conformen la membrana 
(Capucho i San Romao, 1994). La capacitat qué tinga una soca bacteriana per 
sobreviure a altes concentracions alcohóliques determinará la seva capacitat d'éxit i 
marcará el seu possible predomini sobre la resta de soques láctiques presents al vi. Així 
quan la quantitat d’alcohol al vi produida per Saccharomyces cerevisiae supera els 10° 
alcohólics váries espécies de bacteris láctics poden sobreviure. Amb 12°, les soques d'O. 
oeni resistents solen ser les encarregades de la realització de l'FML. Si els nivells 
d'alcohol arriben ais 14° només comptades soques deis géneres Oenococcus, 
Lactobacillus i Pediococcus poden resistir i 1a fermentació es torna un procés dificultós 
i quasi sempre es desenvolupa de manera parcial (Beelman et a l, 1977). Tal i com era 
d'esperar la toleráncia a l'etanol no és un íét ai'llal, sino qué es troba modulat pels valors 
de plí i temperatura al vi. Així, amb una T baixa (15 °C), l'addició d'etanol te resultáis
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dramátics mentre que a 25 °C presenta un efecte estimulador (Britz i Tracey, 1990). 
Tanmateix, els resultats obtinguts per Lafon-Lafourcade (1983) i Pardo (1987) mostren el 
contrari. Així mateix, la supervivencia deis cultius amb un pH baix i una elevada 
concentrado d'etanol, decreix notablement (Lafon-Lafourcade, 1983; Wibowo et al, 1985).
2.3.3 Concentrado d’inócul bacteriá
El desenvolupament satisfactori de la fermentació maloláctica en vi també depén de 
la quantitat inicial de bacteris láctics presents (Davis et a l, 1985b). Així, una població 
qué inicialment es troba al vi en densitats cel lulars baixes, en un període més o menys 
llarg, qué sol durar setmanes o mesos, pot desenvolupar-se, arribar a nivells superiors 
(al voltant de 106-107 ufe mL'1) i realitzar l'FML de manera satisfactoria. Un 
procediment altematiu, la inoculado de elevades concentracions de cultius iniciadors al 
vi, permet abreujar aquests temps de fermentació (veure l'apartat 1.2.6.5). Aplicant 
aquesta tecnologia es possibilita la realització de l'FML en aquells vins qué, per les 
seves condicions fisico-químiques adverses no suportarien el creixement previ deis 
bacteris necessari per aconseguir els nivells poblacionals mínims exigits per realitzar 
l'FML de mabera satisfactoria (Lafon-Lafourcade, 1970).
2.3.4 Concentrado de nutrients (fonts de carboni i nitrogen)
El desenvolupament del bacteris láctics al vi {O. oeni) depén inicialment de la 
preséncia d'una font de carboni a partir de la qual puguen obtenir energia i poder 
reductor. Generalment aquesta font de carboni és un sucre o un ácid orgánic. Les 
quantitats en qué es troben aquests nutrients al vi presenta una importáncia cabdal, 
perqué si són absents impedirán el desenvolupament deis microorganismes mentre qué 
si són abundants poden donar lloc a un creixement incontrolat i a la producció de 
diferents substáncies en concentracions indesitjables (Wibowo et al., 1985; Tracey i van 
Rooyen, 1988; Salou et a l, 1994). Així, excessos en les quantitats iniciáis de 
carbohidrats poden afavorir la picadura láctica o la formació de mannitol. També és 
possible que els péptids i proteines existents al vi puguen ser consumits pels bacteris 
láctics, pero no hem trobat referéncies de que aquests produeixin peptidases o proteases 
extracel lulars necessáries perqué aixó es done (Wibowo et a l, 1985).
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2.3.5 Temperatura
Com era d'esperar, la temperatura és un altre deis factors físico-químics que 
influeixen notablement sobre el creixement deis bacteris láctics que efectúen l’FML al 
vi. Kunkee (1967) va establir unes condicions peí creixement óptim al vi deis cultius de 
Leuconostoc spp qué oscil laven entre 20°C i 25°C. Un augment en la temperatura de 
creixement fins ais 32°C es traduía en un creixement inicial deis cultius més rápid 
durant el primer dia, pero qué després s’aturava. Beelman et al (1977) trobaren una 
temperatura de creixement óptima al voltant deis 22°C. Britz i Tracey (1990) també 
assajaren l’efecte de la temperatura sobre el creixement de diferents soques d'O. oeni 
determinant qué si bé totes les soques en estudi creixien a 15°C i a 25°C, els resultats 
eren for9 a més positius a 25°C. Aquests resultats obtinguts en cultius creixent en vi 
foren confirmats després en experiments realitzats en medis sintétics, on els 25°C foren 
més efectius que temperatures més baixes (18°C) o més altes (32°C) (Pimentel et a l ,
1994). Així, els valors óptims es sitúen al voltant deis 22-25 °C, tenint sempre en 
compte que els valors dependran molt de la soca maloláctica utilitzada en la vinificació.
2.3.6 Anhídrid sulfurós
Els llevats i els bacteris láctics són sensibles a la preséncia d’S 0 2 al vi (Ribéreau- 
Gayon et al, 1978; Wibowo et a l, 1985). Aquesta sensibilitat s’ha aprofitat 
tradicionalment en enología per controlar l’activitat deis microorganismes no 
desitjables, afegint-lo en quantitats adequades per restringir o inhibir el seu 
desenvolupament (Davis et a l, 1985b). Aquest S 0 2 o bé es queda lliure o bé s’associa a 
alguns components del vi, fonamentalment ais compostos carbonílics com l’acetaldehid, 
dificultant el creixement deis microorganismes. Quan l’S 0 2 s’afegeix en una 
concentració total de 100-150 mg L'1, combinat entre 20-100 mg L 1 o lliure al voltant 
d'1-10 mg L’1, s'impedeix el creixement (Beelman et al, 1977; Wibowo et al., 1985). 
Aquests valors fluctúen forga en funció del valor del pH i del tipus de vi. Així, a pH 
baix, l’S 0 2 es troba lliure al medi i la seva activitat antimicrobiana és més alta (Britz i 
Tracey, 1990). Tant és així que una lleugera disminució del pH, en només una o dues 
décimes, es tradueix en un augment expectacular de la letalitat causada per l'S02 (Liu i 
Gallander, 1983; Wibowo et al, 1985). Els efectes combináis de l'SG2 i el pll, la 
temperatura o la concentració d'etanol sobre O. oeni al vi també han estat estudiats per 
Britz i Tracey (1990), qui van establir nivells d'inhibició superiors quan el pH o la 
temperatura eren baixos o bé els nivells d'alcohol augmentaven. Així, les quantitats
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d'S02 necessáries per inhibir selectivament el desenvolupament deis bacteris láctics (O. 
oeni) al vi, s'han d'establir tenint en compte el valors d'aquests parámetres físico- 
químics. D'una manera similar, la preparado d'un cultiu iniciador de bacteris láctics per 
induir l'FML, hauria de preveure la seva capacitat per resistir la preséncia d'S02 al vi i 
desenvolupar métodes qué minimitzaren el seu efecte negatiu.
2.3.7 Composició de l'atmosfera de cultiu
La producció de vi sol desenvolupar-se en ambients generalment anaerobis. La 
generació de C 02 durant la fermentació alcohólica contribueix notablement a que així 
siga. Tanmateix, O. oenif principal bacteri láctic responsable de l'FML, no és un bacteri 
estrictament anaerobi i pot desenvolupar-se al vi encara que l'oxigen es trobe present. 
Fins i tot, alguns investigadors diuen qué la preséncia de xicotetes quantitats d'oxigen 
dissolt al medi de cultiu poden afavorir el seu creixement (Milisauljenic, 1964). Pero, si 
la concentració d'oxigen al vi augmenta, es pot inhibir el creixement d'O. oeni i peí 
contrari afavorir la preséncia d'altres bacteris de metabolisme aeróbic també presents al 
vi com són els acétics (Diysdale i Fleet, 1988).
2.3.8 Bacteriófags
La preséncia de bacteriófags pot disminuir molt la qualitat d'un vi si es desenvolupa 
un atac víric sobre els bacteris láctics responsables de l'FML (generalment O. oeni) 
(Sozzi et al., 1982; Diviés i Cavin, 1985). Encara qué els problemes associats a la 
preséncia de bacteriófags atacants de bacteris láctics ais vins no tenen conseqüéncies 
negatives tant espectaculars com els observats a la industria láctia (Huggins, 1984) si 
qué són els responsables d'aturades o enlentiments en l'FML (Henick-Kling et al., 
1986). Així mateix, la preséncia de bacteriófags en la producció de cultius iniciadors 
d'O. oeni per a promoure l'FML. pot malmetre el procés (Arendt et a l, 1991). Les 
conseqüéncies negatives de la preséncia de bacteriófags en enología han estat 
comprovades anteriorment a Sui'ssa (Sozzi et a l, 1982; Sozzi i Mignot, 1988) i a 
Australia (Davis et al., 1985a; Henick-Kling et al., 1986). L’efecte deis bacteriófags 
sobre la fermentació és molt variable i depén de la proporció bacteriófags/bacteris, de 
tal manera qué si aquesta relació és superior a 1 al final de la fermentació alcohólica, sol 
produir-se una inhibició total de l'FML des deis primers moments del seu 
desenvolupament. Si la proporció és favorable ais bacteris láctics, l'FML hauria de 
desenvolupar-se de íórma retardada, perqué els bacteriófags anirien progressivamenl
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infectan! aqueUes cél lules que foren sensibles. Tanmateix, les dades experimentáis 
obtingudes al nostre laboratori mostren com les taxes d'infecció vírica no suporten el fet 
d’una explosió vírica típica ais bacteris d'ambients láctics. Més bé al contrari, el nombre 
de bacteriófags iliures detectáis al vi disminueix drásticament (en un ordre de magnitud) 
en cada nova infecció. Aquest fet és explicable per l'estrés que causa l'ambient físico- 
químic del vi sobre els bacteriófags. D’aquesta manera s’han observa! elevades taxes de 
letalitat vírica a pH inferiors a 3.6, que dificulten en molt la infecció deis bacteris láctics 
(Esparcía, comunicado personal). Amb tot, en preséncia de bacteriófags, l’FML es 
desenvolupará únicament per aquelles cél lules insensibles ais bacteriófags, fent més 
lent el ja de per si costos procés. Per fer-ho necessitaran abans arribar a nivells 
poblacionals mínims i aixó requerirá un temps excessiu.
El control i la prevenció de la preséncia fagica ais vins hauria de ser un fet habitual 
en enología, ja qué si bé és cert qué la preséncia de bacteriófags d’O. oeni en vi en fase 
lítica és relativament escassa, la preséncia d'aquests en forma de profag (fase lisogénica) 
es molt freqüent al genoma bacteriá (Cavin et al., 1991). Al voltant del 60% de les 
soques estudiades per Arendt et al. (1991) contenien bacteriófags integrats al seu 
genoma. Per controlar i evitar les contaminacions per bacteriófags, resulta aconsellable 
la rotació de cultius per evitar la transmissió vírica així com la inoculado de soques 
bacterianes préviament assajades al laboratori i seleccionades per ser insensibles a l’atac 
(Sozzi et al., 1982). Encara així, periódicament caldria realitzar preparacions al 
microscopi electrónic de mostres deis vins i comprovar la preséncia de bacteriófags 
quan els desenvolupaments de les fermentacions són massa lents (Sozzi et al., 1982).
2.4 INDUCCIÓ O CONTROL DE LA FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA
Els beneficis o perjudicis associats al desenvolupament de l’FML han estat revisats 
profusament durant rúllima década (Davis et al., 1985b; Wibowo et al., 1985; García et 
al., 1992b). Si en una cosa coincideixen tots el autors, és en la necessitat de controlar el 
procés, bé siga promovent-lo, bé siga inhibint-lo. Quan el desenvolupament de l'FML es 
preveu qué vaja associat amb el creixement de microorganismes indesitjables, o no siga 
interessant l'eliminació de l’acidesa del vi, els esforsos es centren en la inhibició del 
procés. Aixó es pot aconseguir bé restringint el creixement deis microorganismes allí 
presents, bé eliminant-los esterilitzant el vi (Davis el al., 1985b). Amb aquest propósit
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s'han intentat molts tractaments amb diferents graus d’efectivitat i utiützació. Uns están 
basats en tractaments físics com són la realització de la clarificació tan aviat com siga 
possible, l’emmagatzemament a baLxes temperatures (per sota els 18°C), el manteniment 
del vi produit en dipósits aséptics o l'esterilització (filtració esterilitzant o 
pasteurització) (Davis et al., 1985b). Altres están basats en l'afegiment de productes 
químics per esterilitzar el vi o almenys dificultar el creixement microbiá: ácid sórbic, 
heptil esters, /?-hidroxi-benzoat (Davis et al., 1985b), ácid fiimáric (Kunkee, 1974) o 
ácid decanoic (Edvvards i Beelman, 1987). Entre tots cal destacar, peí seu alt grau 
d’utilització, l’addició d'anhidrid sulfurós en quantitats per damunt de 30 mg L’1 (Kunkee, 
1974), 50 mg L’1 (Davis et al., 1985b) o fins i tot 100-200 mg L"1 (Kunkee, 1967).
Pero generalment, resulta interessant promoure 1TML al vi i obtenir els avantatges 
que aixó ofereix. Les práctiques enológiques aconsellades a la literatura per promoure la 
realització de ÍEML es centren en la promoció del creixement de la microbiota 
autóctona i en la inoculado de soques seleccionades. Així mateix, resulta interessant la 
realització de l’FML utilitzant tecnologies altematives a la tradicional, que eviten la 
necessitat de créixer els bacteris in situ abans de cada fermentació. En aquesta 
introducció farem un repás d’aquestes técniques centrant-nos en aquelles que més ens 
interessen i sobre les quals hem desenvolupat diferents experiments exposats al llarg 
d’aquesta tesi. Moltes d'aquestes tecnologies no són en absolut excloents sinó més bé 
complementáries, peí qué cal pensar en una conjunció de totes elles per obtenir uns 
resultats fináis satisfactoris.
2.4.1 Selecció de les condicions óptimes per potenciar la microbiota maloláctica 
autóctona
Una de les formes de potenciar l'FML és controlar les condicions fisico-químiques 
deis bacteris láctic resposables del seu desenvolupament. Si els microorganismes troben 
al vi un microhábitat adequat a les seves necessitats básiques qué no impedeixe el seu 
creixement, aquest es produirá i de manera paral-lela s'aconseguirá la desacidificació. 
Aqüestes condicions óptimes per al desenvolupament de l’FML es centren en 1a 
necessitat de controlar la quantitat d'SC>2 al vi (agent antimicrobiá afegit per inhibir el 
creixement de microorganismes indesitjables) així com en el manteniment d'un pH entre
3.2 i 3.5 i una temperatura al voltant de 22-25°C (ambdós óptims peí desenvolupament 
d'O. oeni sota condicions enológiques). D'aquesta manera, els nutrients alliberats al
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medí amb l'autólisi deis llevats són aprofitats per aquest bacteri per créixer. La 
preséncia d'elevades quantitats de C 02 al vi, qué afavoreixen la seva anaerobiosi, i el 
manteniment de nivells alcohólics relativament baixos (entre 10 i 12° alcohólics), qué 
eviten el seu efecte inhibidor, ajudaran a la realització del procés (Davis et al., 1985b; 
Lafon-Lafourcade, 1986; García i Pardo, 1988). Óbviament, algunes d'aquestes 
condicions vindran fixades pels tipus de vins utilitzats o per les característiques 
intrínseques de les soques bacterianes adaptades a créixer en ells i no será possible 
modificar-les amb posterioritat.
2.4.2 Inoculado de vins amb soques provinents de vins fent l'FML
Si es disposa de un cultiu bacteriá creixent en vi i realitzant activament l'FML, 
resulta factible la seva reinoculació en vi frese on els microorganismes es reprodueixin i 
continúen realitzant la desacidificació. Aquesta práctica requereix la realització 
d'inoculacions d’entre el 15-50 % (v/v) (Kunkee, 1967) o bé el recollir les cél lules del 
vi actiu mitjan9 ant centrifugado o filtrado per tal d’aconseguir biomasses suficients 
com per assegurar un procés satisfactori. La necessitat d’utilitzar grans volums de vi per 
realitzar les reinoculacions depén molt del tipus de vi i soca, ja que nosaltres, a nivell de 
laboratori, hem aconseguit la realització de l'FML mitjan9 ant reinoculacions 
periódiques d'O. oeni amb transvasament d'entre 1-10% (v/v) de vi (Pardo, 1987). 
Aquest tipus de práctica enológica de manteniment deis bacteris per reinoculacions 
periódiques pot presentar el problema de la contaminado per bacteriófags, evitable amb 
una rotado de cultius (Davis et al., 1985b).
2.4.3 Inoculado amb cultius purs de soques comerciáis o seleccionades
La práctica més estesa avui en dia consisteix en la inoculado del vi amb una soca 
maloláctica préviament seleccionada, assajada i amb unes propietats enológiques 
comprovades i constantment mantingudes. Amb aixó, es pot induir l'FML en vins amb 
unes condicions físico-químiques adverses, on la microbiota autóctona no ha pogut 
desenvolupar-se, o en aquells on es desitja teñir un control més acurat del procés. Amb 
la utilització de cultius iniciadors, starters, es pot aconseguir un millor control del 
procés en poder escollir el moment óptim de fermentació i una reducció en el temps de 
la realització, alhora que s'afavoreix la producció de vins amb unes característiques 
sensorials desitjades. La impossibilitat de trobar una soca polivalent en totes les 
condicions i tipus de vi requereix la selecció de diferents soques bacterianes
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(fonamentalment O. oeni). Cada soca presenta unes característiques determinades que la 
fan útil en uns vins, generalment del mateix tipus qué en aquell on fou aillada. Aquest 
aspecte ha centrat en gran manera la nostra dedicació al llarg d’aquesta tesi (veure el 
capítol 2, dedicat a l’afllament, caracterització i selecció de noves soques d'O. oeni).
2.4.4 Tecnologies alternatives per realitzar la fermentació maloláctica
L’FML ais vins és una reacció de desenvolupament lent i imprevisible degut a les 
dificultats que tenen les cél lules per créixer i arribar a biomasses elevades. Així dones, 
un deis inconvenients més importants a nivell tecnológic, per induir l'FML en vi, 
consisteix en la necessitat de disposar d'un elevat nombre de cél lules actives per 
realitzar la bioconversió de l'ácid L-málic en ácid L-láctic i CO2 . Resulta dones, 
altament desitjable desenvolupar tecnologies alternatives a la fermentació tradicional 
qué disminueixen el temps necessari per a la seva realització i permeten un millor 
control sobre el procés. Aixó permet la inducció de l'FML en el moment desitjat així 
com l’aturament de la reacció en el moment més convenient, per deixar al vi en els 
nivells d’ácid L-málic desitjats.
Una de les alternatives existents per desenvolupar l'FML d'una manera rápida i 
segura consisteix en la inoculació d'elevades quantitats de cél lules al vi que realitzen el 
procés. Les possibles aproximacions experimentáis es centren bé en la inoculació 
d'elevades biomasses cel-lulars llíures al vi o bé en la seva immobilització sobre 
diferents suports inerts. Les experiéncies efectuades per Lafon-Lafourcade (1970; 1985) 
amb cél lules lliures van demostrar com l'FML es podia realitzar al vi amb la utilització 
d'elevades quantitats iniciáis de biomassa d'O. oeni. Uns anys més tard, Wibowo et al. 
(1988) van obtenir una rápida desacidificació deis vins assajats quan els inoculaven amb 
densitats bacterianes superiors a 106 ufe mL"]. D'aquesta manera, la biomassa actúa com 
si fora una preparado enzimática altament concentrada i s'eviten els problemes d'haver 
de créixer primer els cultius en vi per a després obtenir la degradado del malat (Naouri 
et al, 1990). Gao i Fleet (1994) van assajar la degradado d'ácid málic per elevades 
concentracions d'O. oeni (109-10H} ufe mL'1) aconseguint valors de l'ordre del 95-100% 
en trenta minuts a partir de 3.5 g L’1 iniciáis. Tanmateix, aquest tipus d'inoculació 
presenta alguns problemes associats que fan que la seva realització no siga un procés 
fácil. Clementi i Vinti (1983) van determinar qué el pH era un factor limitant per 
aconseguir resultats satisíáctoris amb O. oeni, per la qual cosa no tots els vins són
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susceptibles de ser inoculats amb la mateixa soca si es volen aconseguir resultats 
positius. El pH és un factor que influeix directament sobre l'enzim maloláctic 
condicionant la seva taxa d'activitat. A més cal afegir els problemes d'obtenció 
d'elevades quantitats de biomassa necessária per a inocular els vins i la vigilancia 
exhaustiva deis pre-cultius per impedir la inoculació de microorganismes contaminants, 
inherents a qualsevol práctica amb aquest microorganisme. Així mateix, cal dir qué la 
realització de l'FML sota aqüestes condicions impedeix la producció de modificacions 
organoléptiques al vi associades al metabolisme bacteriá en fase de creixement 
(Edwards i Beelman, 1989; Chagnaud et al., 1990).
Un altra possibilitat consisteix en la realització de l'FML amb un elevat nombre de 
bacteris láctics immobilitzats. L'augment de la productivitat, la reutilització de la 
maquinária enzimática i els avantatges ais processos de separado han fet qué aquesta 
possibilitat haja estat explotada anteriorment amb la utilització de diferents bacteris 
láctics per pre-fermentar llet (Cavin et al., 1986), obtenir cultius iniciadors 
immobilitzats (Keamey et al., 1990; Morin et al., 1992) o produir ácid láctic (Richter et 
al., 1991). La possible utilització de bacteris láctics immobilitzats per realitzar l'FML ha 
estat revisada per nombrosos autors (Diviés et al., 1994; Champagne, 1996). Alguns 
assaigs efectuats a nivell de laboratori i de planta pilot amb diferents bacteris láctics han 
ofert resultats prometedors utilitzant diferents técniques d'immobilització (agregado, 
adhesió, encapsulació o atrapament). Els millors resultats s'han aconseguit per 
atrapament en gels d'alginat (Spettoli et al., 1984; Cuenat i Villetaz, 1984; Naouri et al.,
1991) o K-carragenat (McCord i Ryu, 1985; Crapisi et al., 1987a i b), productes no 
tóxics per a les cél lules i autoritzats per a la producció d'aliments. Spettoli et al. (1987) 
aconseguiren mantenir un biorreactor en operació continua fins a trenta sis dies 
degradant al voltant d'un 50% de l’ácid málic present en un medi sintétic, mentre qué 
Cuenat i Villetaz (1984) pogueren installar un sistema en continu qué eLs permetia 
desacidificar parcialment fins a 40 L de vi en 10 hores en columnes de 10 L. Els 
resultats obtinguts amb céllules immobilitzades en K-carragenat mostren 
comportaments similars tant en medi sintétic (McCord i Ryu, 1985) com ais assaigs 
efectuats en vi (Crapisi et al., 1987b). Experiments preliminars efectuats en gels de 
poliacrilamida no oferiren resultats destacáis quan la degradado de l'ácid málic fou 
assajada en medis sintétics (Rossi i Clementi, 1984). Com la utilització de la 
poliacrilamida no oferia massa avantatges respecte a les cél lules Uiures, fou oblidada i
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no hem trobat referéncies bibliográfiques posteriors. Un altra possibilitat assajada fou 
1'adsorció de célTules d'O. oeni a substrats naturals, com estelles de roure, amb resultats 
prometedors qué permetien conversions de l'ordre de dues a tres vegades superiors a les 
obtingudes amb cél lules lliures (Janssen et al., 1993). Totes aqüestes técniques, qué 
impliquen 1'adsorció o l'atrapament de les cél lules en una matriu, fan qué la relació 
entre el volum del suport i la biomassa activa siga alt. D'altra banda, la utilització de 
microcápsules limita la transferéncia de nutrients i metabólits generant gradients de 
biomassa, a sovint amb cél lules mortes o inactives al centre. Aquests fets constitueixen 
un inconvenient per a la seva utilització en fermentacions alcohóliques.
O'Reilly i Scott (1993) van assajar un nou tipus de material, esponges de cel lulosa, 
que es poden comprar en lámines de 0.8 cm de gruix (BPS Separations, Anglaterra), 
retallar a la mida desitjada i addicionar de grups funcionáis abans d'esterilitzar que 
eviten aquests problemes (O'Reilly i Scott, 1995; Scott et a l, 1995). Els resultats 
obtinguts en fermentacions de sidra foren satisfactoris tant per a immobilitzar llevats 
com bacteris láctics pero fins ara no s'han utilitzat en enologia (Scott i O'Reilly, 1996).
Altra manera d'intentar reduir el temps necessari per efectuar l'FML és la realització 
d'aquesta en un sistema de biorreactors funcionant en continu. Naouri et al. (1991) van 
assajar la realització de l'FML en continu amb cél lules immobilitzades, detectant 
aturades en el sistema degudes a l'esgotament de l'NAD+ i Mn2+ (necessaris per 
l'activitat de l'enzim maloláctic). Problemes similars foren detectats a tots els sistemes 
on s'han intentat implementar continus, be siga amb enzims (Formisyn et a l, 1997) bé 
amb cél lules immobilitzades (veure aquest capítol). Una possibilitat alternativa 
consisteix en teñir els cultius de cél lules lliures d'O. oeni, en permanent creixement, 
dins d'un biorreactor amb un flux continu de vi d'entrada i eixida. Aquest sistema 
permetria una producció continua de vi amb l'FML realitzada i evitaría els problemes 
associats a altres aproximacions experimentáis abans esmentades.
2.5 PRODUCCIÓ I CONSER VACIÓ DE CULTIUS D'Oenococcus oeni PER 
INDUIR LA FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA EN VI
La inoculació directa en vi d'un cultiu d'O. oeni crescut en un medi sintétic 
generalment és seguida per un fort i rápid decreixement de la seva població. Després 
d'una drástica reducció en el nombre de cél lules vives, aquelles qué poden sobreviure
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necessiten un llarg període d'adaptació, a vegades de váries setmanes, per comen9 ar a 
créixer i només aleshores, quan la població es troba al voltant de 106 ufe m L1 s'observa 
un desenvolupament apreciable l’FML (Beelman, 1982). Henick-Kling (1988) estima 
aquest temps necessari per superar els inconvenients qué es troben les cél lules al vi en 
40 o 60 dies. Així dones, els objectius de recerca en aquests aspectes es centren en dos 
punts: la producció d'elevades quantitats de biomassa i en l'adaptació de les cél lules al 
vi. Aquests objectius es troben a sovint, íntimament lligats.
Peí que respecta únicament a l'obtenció de biomassa, cal anomenar la utilització de 
medis basats en diferents sucs de fruita suplementats amb diferents peptones i extractes 
de llevat comerciáis. Champagne et al. (1989) assajaren la producció de biomassa amb 
suc de poma amb resultats esperan9 adors. Hayman i Monk (1982) utilitzaren suc de 
tomáquet amb la mateixa fínalitat mentre que generalment és el suc de raim el preferit 
per la seva similitud amb el vi (Henick-Kling, 1986b). Una de les maneres possibles 
d'optimitzar els processos de producció de cultius iniciadors consisteix en controlar el 
pH del medi on creixen els microorganismes. Durant el procés de fermentació, els 
bacteris láctics fermenten els carbohidrats i produeixen diferents ácids orgánics, 
principalment ácid láctic. Aixó fa qué el pH del medi baixe i inhibeixi el creixement 
deis bacteris. Aquest fet ja s’ha descrit anteriorment per a cultius á'O. oeni (Davis et al., 
1986a; Champagne et al., 1989). El control sobre els valors de pH de un medi de 
fermentació permet augmentar el rendiment de biomassa d'aquests tal i com van 
descriure Beal et al. (1989) per a Lactococcus thermophilus i Lactobacillus bulgaricus. 
Aquest benefici també va ser descrit al controlar el pH de creixement á'O. oeni en un 
medi basat en suc de poma amb afegiment de diferents suplements nutricionals 
(Champagne et al., 1989). ELs estudis efectuats per Salou et al. (1991) confirmen de nou 
aquests beneficis i mostren com la realització de les fermentacions sota control de pH 
permet augmentar tant la taxa d’utilització deis substrats com la biomassa final resultant.
Com ja referíem abans, tant important com la producció és l’adaptació de les soques 
al vi. Eliminar o reduir el temps d'aquesta adaptado, durant el qual no es realitza l'FML, 
ha estat des de fa molts anys, l'objectiu de diferents investigadors. Malgrat aixó les 
condicions necessáries per realitzar aquesta adaptació no són les mateixes per a totes les 
soques qué provenen de diferents vins i de diferents indrets (Wibowo el al., 1985). Des 
de fináis de la década deis vuitanta, apareixen a la literatura dif erents punts de vista que 
tracten d'aconseguir per vies més o menys semblants els mateixos objectius.
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El primer deis métodes, consistent en el creixement deis bacteris en medís de pre-cultiu 
involucra la transferencia successiva deis cultius des de medis nutricionals sintétics amb pH 
al voltant de 5.5 fins a vins suplementats amb most a pH entre 3.5 i 4.0. Una vegada 
crescuts en aquests medis són inoculáis en vi amb més o menys efectivitat (Hayman i 
Monk, 1982; Lafon-Lafourcade et a l , 1988; Wibowo et al., 1985; Beelman, 1982; Henick- 
Kling, 1988). Els medis freqüentment recomanats están basats en most diluít amb H20  o vi 
al que se li afegeix extracte de llevat i Tween-80 (Henick-Kling, 1986b). El pH es sol 
ajustar a 4.5 (intermedi entre el pH del vi i l'idoni per al creixement en medis sintétics). La 
temperatura recomanada també és intermedia, entre la propia de la producció del vi i 
l'óptima per al creixement, sent generalment aconsellats valors entre 25 i 30°C (Henick- 
Kling, 1986b). Un altra aproximado, emprada per Hayman i Monk (1982) consisteix en el 
creixement d'O. oeni en un medi de cultiu amb glucosa i suc de tomáquet per obtenir 
biomassa i després en la seva reinoculado en medis amb extracte de llevat i most amb 
quantitats creixents de vi (des de 0 fins a 100%). Amb aqüestes experiéncies es va 
determinar que el creixement d'alguns cultius d'O. oeni en vi es veia estimulat quan al medi 
de pre-cultiu s'afegia un 40-80% de vi, demostrant així que existia un mecanisme 
desconegut d'adaptació al medi. Aquesta mateixa idea fou també exposada per Diviés i 
Cavin (1985) qui recomanaven la utilització de medis de pre-cultiu a pH 3.2 amb un 10% 
(v/v) d'etanol per aconseguir adaptacions al vi acceptables.
Una segon opció consisteix en l'adaptació progressiva del cultius a vins de pH cada vegada 
més baix que faciliten posteriorment la seva inoculacio en vi (Pardo, 1987). La inoculació 
d'una soca en vi de pH baix produeix una elevada mortalitat inicial. Quan setmanes o mesos 
després, algunes cél lules sobreviuen i aconsegueixen desenvolupar-se, la seva reinoculado 
en vi frese ofereix taxes de supervivéncia superiors a les de la primera resembra.
Finalment, cal citar una tercera aproximado experimental consistent en el sotmetiment 
de les cél lules a condicions d'estrés que faciliten el seu posterior desenvolupament en vi. El 
mecanisme d'adaptació pot basar-se en l'aconseguiment progressiu de nivells més alts de 
tolerancia a l'etanol o al S 02 mitjampant la síntesi de proteines d'estrés térmic (hsp) 
localitzades en la fracció membranosa durant el tractament d'estrés qué suposa posar en 
contacte les cél lules amb el vi (Guzzo et al., 1994). Aqüestes proteines, sobreexpressades 
en condicions d'estrés, podrien estar involucrades en el manteniment de la integritat de la 
membrana, constituint aquest fet una resposta adaptativa a l'estrés (Guzzo et al., 1997). El 
mecanisme d'adaptació i creixement sota condicions d'estrés al vi és un procés encara avui 
desconegut (Guzzo et al., 1997; Jospin et ai, 1997) i variable (Salotra el ai, 1995; Garbay i
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Lonvaud-Funel, 1996), que depén molt de la soca utilitzada. El resultats obtinguts per 
l'aplicació de tractaments d'estrés, per a un grup seleccionat de soques, ofereix avantatges 
tecnologies peí que respecta a l'adaptació deis cultius. Aquest tipus de procediment per 
l’adaptació de les soques á'O. oeni al vi ja fou descrit per Fourcassie i Maujean (1990) qui 
recomanaven sotmetre les cél lules a un xoc térmic previ a la seva inoculació per augmentar 
tant la taxa de creixement com la de degradació de l'ácid málic present al vi. Aixó requereix 
l'obtenció de soques d'O. oeni que presenten aqüestes proteines especifiques que 
confereixen resistencia ais factors adversos presents al vi.
Altres investigadores observaren millores en l'adaptació deis bacteris realitzant una pre- 
incubació de les cél lules en medis tamponats (Beelman, 1982) o solucions preparades amb 
most (Caillet i Vayssier, 1984; Naouri et al, 1989) abans de posar-les en contacte amb el vi.
A banda de la producció i adaptació de les soques, i a sovint de manera paral-lela, resulta
interessant la conservado de les soques maloláctiques. Com ja hem dit abans, una manera
d'induir l'FML és la inoculació directa del vi amb un cultiu creixent ja en vi (Kunkee et al.,
1964). Aixó requereix teñir sempre cultius en creixement actiu, la qual cosa suposa
inconvenients técnics i económics. Conservant els cultius per diferents métodes,
tradicionalment per congelació o liofilització, i inoculant-los en vi s'eviten aquests
problemes (Beelman, 1982; Wibowo et al., 1988). Pero no totes les soques presenten el
mateix comportament després dliaver-les sotmés a un procés de conserva ció. Mentre alguns
autors refereixen resultats satisfactoris en la inoculació deis microorganismes (congeláis o
i
liofilitzats) directament al vi (Beelman, 1982; Edwards i Beelman, 1989), la majoria deis 
estudis apunten a la necessitat de sotmetre les cél lules a un procés de readaptado previ al 
seu contacte amb el vi (Lafon-Lafourcade, 1975; Joyeux i Lonvaud-Funel, 1985).
L'interés per mantenir la viabilitat deis bacteris láctics durant els processos de 
conservado no és exclusiu per ais cultius á'O. oeni. Keamey et al. (1990) van descriure un 
augment en l'eficácia de liofilització de Lactobacillus plantarum quan les cél-lules eren 
préviament immobilitzades en alginat de calci degut a l'efecte protector d'aquest durant el 
procés de rehidralació. Aquest efecte protector de l'alginat de calci també ha estat demostrat 
per a suspensions de Lactococcus laclis mantingudes a 4°C (Champagne et al., 1994). Els 
estudis realitzats amb suspensions cel lulars liofilitzades mostren la major eficácia deis poliols 
(P-glicerofosfat i sobretot adonitol) front ais polímers (PEG) i aminoácids (ácid glutámic) en 
la seva actuado com a crioprotcctors de diferents bacteris láctics (Valdez el al., 1985).
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OBJECTIUS
1. Aíllar i identificar noves soques d'Oenococcus oeni (abans Leuconostoc oenos) per a 
la seva aplicado sobre la fermentado maloláctica en vi.
2. Realitzar una pre-caracterització enológica de les soques aillades.
3. Dissenyar medis de pre-cultiu que faciliten l'adaptació de soques d'O. oeni al vi.
4. Optimitzar els processos de conservado d'O. oeni per assegurar la supervivencia 
cel lular i el manteniment de l’activitat maloláctica durant llargs periodes de temps.
5. Determinar la influencia del tipus de substrat i l'atmosfera de cultiu sobre la 
metabolització de carbohidrats per O. oeni. Estudiar els possibles efectes positius de 
l’afegiment de diferents agents reductors ais medis de cultiu.
6. Avaluar processos de fermentado maloláctica amb cél lules lliures d'O. oeni en 
condicions de no proliferació cellular. Optimitzar diferents variables 
físico-químiques i microbiológiques.
7. Dissenyar i avaluar sistemes de fermentado amb cél lules d'O. oeni en creixement 
continu.
8. Optimitzar les condicions d'immobilització d'O. oeni i analitzar l’aplicació del 
procés en la fermentado maloláctica del vi.
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1 MATERIALS I MÉTODES
1.1 AILLAMENT IIDENTIFICACIÓ DE NOVES SOQUES
El Bergey's Manual o f Detenninative Bacteriology descriu ais bacteris del genere 
Leucomas toe, antic genere al que pertanyia Oenococcus oeni, com a céllules esfériques o 
quasi-esfériques qué es troben en parelles o cadenes i d'una dimensió de 0.5-0.7 x 0.7-1.2 
pin (Holt et al, 1994). De carácter Gram+, immóbils i no formadores de espores, 
catalasa - i arginina desaminasa -. Són anaerobis facultatius, quimiorganótrofs amb un 
requeriment obligat pels carbohidrats fermentables. El seu creixement és for9 a lent i 
produeix colónies de morfología petita fíns i tot en medis de nutricio complexos. Totes 
aqüestes característiques i altres mes qué n'esmenarem més endavant les comparteixen 
tant les soques d'altra procedéncia: láctica, cárnica, ... com aquella qué te el seu hábitat 
natural al vi, Leuconostoc oenos. Recentment, Dicks et al. (1995) van fer una proposta de 
reclassificació d'aquesta espécie i van suggerir el nom d'Oenococcus oeni. Una discussió 
més detallada d'aquest fet es troba a la introducció d’aquesta tesi. L'aíllament de soques 
d’O. oeni presents al vi slra realitzat en base ais criteris fixats peí Bergey's Manual o f  
Determinative Bacteriology per L. oenos amb les modificacions que es descriuen al 
llarg d’aquest capítol (Holt et al., 1994). Com a control positiu es va utilitzar a totes les 
proves descrites la soca d’O. oeni (abans Leuconostoc oenos) ML34 (annex 3).
Análisi de la morfología microscópica i colonial
Per tal de seleccionar únicament els bacteris, presents al vi juntament amb fongs 
filamentososo i llevats, l'aíllament es va realitzant partint d’l mL de vi que es va 
plaquejar en MLO sólid amb 1 g L 1 de cicloheximida (annex 1), antibiótic al qual els 
eucariots en són sensibles d'una manera més o menys intensa. La cicloheximida, 
préviament dissolta i esterilitzada per filtració, s'afegia al medi autoclavat, i es repartía 
en plaques. Les plaques es van incubar 7 d a 28°C i es va procedir a una observado de 
les colónies crescudes amb un microscopi de contrast de fases a (40 x 10) augments. Es 
van seleccionar aquelles colónies qué presentaven cél lules de morfología coccal o 
cocco-bacil lar. Aquesta variabilitat morfológica és funció tant de les característiques 
individuáis de cada aíllat com deis medis utilitzats per créixer les soques (Garvie, 1984).
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Determinado del carácter Gram
Les soques que presentaven una morfología concordant amb els criteris abans 
esmentats, foren sotmeses a una pro va de determinació del carácter Gram mitjan9 ant 
tinció diferencial (Gerhardt, 1994) i es seleccionaven les qué eren G +. Com a control 
de la determinació s'utilitzá un aíllat del bacteri G - Escherichia coli.
Determinació de la presencia de catalasa
Igualment es comprovava l'abséncia de l'activitat catalasa realitzant suspensions de 
cadascuna de les colónies aíllades en placa sobre un portaobjectes on sTiavia dipositat 
abans un petit volum dTl20 2 de 10 volums. La no formació de bombolles era atribuida a 
l'abséncia de l'enzim catalasa (Gerhardt, 1994). Com a control positiu s'utilitzá un aillat 
del bacteri Escherichia coli.
Determinació del carácter homo o heterofermentatiu
La fermentado de la glucosa ais bacteris láctics es pot produir per dues vies 
fermentatives altematives. La primera és la via homoláctica (Embden-Meyerhoff- 
Pamas), present ais Pediococcus i a alguns Lactobacillus i Weissella, mitjan9 ant la qual 
tota la glucosa present al medi es finalment transformada en ácid láctic. L'altra via de 
degradado de glucosa és la heteroláctica (pentoses-monofostat), compartida per alguns 
Lactobacillus i Weissella així com per Leuconostoc i Oenococcus, en la qual a més 
d'ácid láctic es produeixen ácid acétic, etanol i C 02 en quantitats variables. Els criteris 
de diferenciado entre aqüestes dues rutes de degradado de la glucosa es fonamenten 
dones en l'análisi deis diferents productes fináis. Per tal de diferenciar els dos tipus de 
metabolisme de les colónies vam utilitzar el Medi 5 (Zúñiga et al., 1993) (annex 1). El 
Medi 5 es prepará a pH 6.5 i duia incorporat un indicador de pH (verd de bromocresol) 
qué conferia una colorado blavenca a les colónies homofermentatives per la seva quasi 
total conversió de l'hexosa en ácid láctic (que implica una important baixada del pH i 
promou el viratge de l'indicador) mentre que les heterofermentatives (Leuconostoc, 
Oenococcus i alguns Lactobacillus) apareixien amb color blanc (l'acidificació al medi 
no era tan intensa). La inoculado al medi de cultiu es realitzá de la següent manera: les 
colónies aíllades es sembraren en MLO fins obtenir un cultiu jove en fase exponencial. 
Aleshores, es centrifugaren a 13000 x g , es rentaren dues vegades amb solució salina 
estéril i es sembraren per triple estria en Medi 5. Les plaques s'incubaren a 28°C amb 
una atmosfera del 100% de C 02 en gerres d'anaerobiosi i periódicament s'observá el 
creixement fins obtenir colónies visibles.
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Determinació de l’isómer d'ácid láctic produít a partir de la glucosa
Una vegada aíllats els bacteris, calia estudiar la proporció d'isómers de l'ácid láctic 
que produíen a partir de la glucosa. Els cocs produeixen quasi exclusivament D(-) láctic 
mentre qué els bacils en produeixen una mésela racémica de D(-) i L(+). Per quantifícar 
aquests dos isómers, les diferents soques en estudi, crescudes en MLO fins al final de la 
fase exponencial, es van centrifugar a 13000 x g, es van rentar dues vegades amb 
solució salina estéril i es van inocular en Medi BB a 1T% (annex 1). Aquest medi fou el 
mateix utilitzat per Pilone i Kunkee (1970) amb el canvi de l'extret de fetge per 0.5 g L"1 
d'L-cisteína i la preséncia de 0.2 g L'1 de glucosa segons va descriure Pardo (1987). 
Després de 14 d d'incubació a 28°C, es centrifugaren el cultius a 13000 x g  i es descartá 
el sediment. Una part alíquota del sobrenadant s'utilitzá per quantifícar l'isómer 
L(+)-láctic produít amb el sistema de determinació enzimática Cat-39084 de Boehringer 
Mannheim. Un altra part fou processada per a la seva análisi química per HPLC 
(annex 2) i es quantificá l'ácid láctic total produít. La quantitat d'isómer D(-) es calculá 
per diferéncia. Els assaigs es van realitzar a partir de cultius crescuts en preséncia i en 
abséncia de glucosa per corregir les interferéncies en la quantifícació d'isómers de l'ácid 
láctic degudes a la seva producció a partir d'altres substrats.
Análisi de la producció de mannitol a partir de fructosa
Un altra característica que ens permet diferenciar els bacteris heteroláctics deis 
homoláctics és la capacitat que posseeixen els primers de produir mannitol a partir de la 
fructosa (Chalfan et al., 1975). Aquesta capacitat de producció es va assajar segons el 
métode descrit per Pardo (1987). Les soques es van créixer en Medi PM (annex 1) a 28°C 
partint de cultius crescuts en MLO, centrifugáis i rentats amb solució salina. Després de 
créixer els cultius durant 14 d, es centrifugaren a 13.000 xg, es descartá el sediment i un 
alíquota del sobrenadant fou processat per a la seva análisi química per HPLC (annex 2).
Comprovació de la desaminació de l'arginina
També es va determinar la possibilitat de producció d'amoni a partir d’arginina 
creixent els aíllats el Medi MRS amb i sense addició d'arginina (3 g L') (annex 1). Els 
tubs es van inocular segons el procediment descrit per l'assaig de producció d'isómers 
de l'ácid láctic. Després d'una incubado de 5-7 d, la preséncia d'amoni es va detectar per 
l'aparíció de color taronja quan s'afegia reactiu de Nessler (Gerhardt, 1994).
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Assaigs de creixement a diferents temperatures
La temperatura de creixement recomanada peí Bergey's Manual o f Determinatrve 
Bacteriology per realitzar la identificado d'O. oeni (abans L. oenos) és de 37°C (Holt et a l , 
1994). Per obtenir una caracterització més extensa es van realitzar assaigs de creixement a 
21 °C, 25°C, 28°C i 45°C a més deis 37°C recomanats. Aqüestes temperatures es van Iriar 
seguint els consells efectuáis per altres autors en identificacions anteriors (Chalfan et a l , 
1977; Pardo, 1987). Els assaigs es van realitzar en MLO (annex 1). El seguiment del 
creixement es va realitzar diáriament durant 7 d mitjan^ant turbidimetria a 600 nm.
Assaigs de creixement a diferents pH
L’adscripció de noves soques a difemts especies, dins l'antic genere Leuconostoc, 
requería la realització de proves de creixement a diferents valors de pH. Nosaltres hem 
realitzat els assaigs a pH 3.7, 4.2, 4.8, 5.0 i 5.5 segons descriu Pardo (1987). Els cultius 
i el seu seguiment es van realitzar d’igual manera a la descrita a l'apartat de creixement a 
diferents temperatures, fixant pero la temperatura a 28 °C.
Assaig de creixement en preséncia del 10% d'etanol
La diferenciació entre O. oeni (abans L. oenos) i altres espécies qué abans 
compartien genere es basa en la possibilitat de fer-ho amb la preséncia d'un 10 % final 
d'etanol absolut (Garvie, 1967; Buckenhüskes, 1993; Holt et a l , 1994). Els cultius es 
van realitzar en MLO preparat amb el 90% del volum final i autoclavat en condicions 
estándard. Una vegada temperáis, s'afegia etanol fins a un 10% (v/v) final i 
s'inoculaven. El seguiment diari es realitzava de la manera descrita a l'apartat de 
creixement a diferents temperatures.
Comprovació de la formado de dextrá a partir de sacarosa
Algunes espécies com ara Leuconostoc mesenteroides, L. amehbiosum o L. carnosum 
poden produir dextrá mentre qué altres com L. oenos (abans O. oeni) no en són capaces. 
La producció de dextrá a partir de sacarosa en Medi ATB (annex 1) és una pro va útil per 
diferenciar aqüestes espécies que abans pertanyien al génere Leuconostoc segons el 
Bergey's Manual ofDeterminative Bacteriology (Holt et al, 1994). Les plaques d'ATB es 
van sembrar de 1a mateixa manera descrita per al Medi 5, amb una atmosfera anaerobia 
(100% de 0O2) a 28°C. Les gerres d'anaerobiosi s'obrien periódicament i es comprovava 
l'aparen^a viscosa de les colónies baclerianes causada per la íórmació de dextrá. Com a 
control positiu de l'assaig es va utilitzar una soca d'/>. mesenteroides (annex 3).
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Comprovació de la utilització d’ácids cítric, málic, tartáric i funiáric
Un altra prova d'interés taxonómic qué serveix per diferenciar espécies dins del 
génere Leuconostoc és la metabolització de l’ácid cítric (Chalfan et ah, 1970; Beelman 
et ah, 1977; Pardo, 1987). La capacitat de degradado es va comprovar inoculant les 
soques aíllades en Medi C (annex 1) suplementat amb 10 gL"1 d’ácid cítric. Així 
mateix, es va analitzar la metabolització deis ácids málic, tartáric i fumáric amb la 
intenció de contribuir a la caracterització enológica de les soques aíllades. La 
degradado deis ácids málic i tartáric es va assajar en Medi C amb 10 g L"1 d'aquests 
ácids, mentre qué la d’ácid fumáric es va comprovar en Medi TJ amb 0.5 g L '1 iniciáis 
(annex 1) (Chalfan et ah, 1970). Els assaigs es van efectuar a 28 °C durant quatre 
setmanes. Setmanalment es van determinar les quantitats residuals per HPLC 
(annex 2).
Análisi de la fermentado de carbohidrats
La fermentado de carbohidrats és una de les proves bioquímiques típicament 
utilitzades per identificar bacteris, entre ells els láctics (Garvie, 1967). La treballosa 
tasca de realització d'aquestes proves ha fet qué algunes cases comerciáis, com ara 
Biomerieux oferten sistemes miniaturitzats d’assaig qué faciliten la feina. Encara qué 
aquests procediments han estat utilitzats durant les darreres décades per identificar 
noves soques d'O. oeni, Pardo et ah (1988) van demostrar la ineficiéncia d’aquest tipus 
de sistemes comerciáis per a la identificació de cocs heterofermentatius. Per aixó, 
nosaltres vam triar el protocol utilitzat per Pardo et ah (1987) utilitzant Medi FC 
(annex 1) qué ens permetia obtenir resultats més fiables. Aquest assaig es realitzá en 
tubs de vidre amb medi FC semisólid i en preséncia d'un indicador de pH (Garvie, 
1967a). Aquest protocol possibilita la incubació deis cultius durant més temps qué els 
sistemes miniaturitzats comerciáis (tan sois 2-3 d) i així permet qué les soques d'O. 
oeni creixen i consumeixen el carbohidrat al seu abast. Alguns investigadores han 
resolt parcialment aquests problemes modificant les condicions d'inoculació i cultiu 
del sistema API CH de Biomerieux (Jensen i Edwards, 1991).
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Producció de compostos volátils
La producció de compostos volátils per les soques d’O. oeni és un criteri enológic 
més qué cal teñir en compte al moment de seleccionar aqüestes soques per a la 
realització de 1TML (Buckenhüskes, 1993). L’assaig de producció deis components de 
la fracció volátil del vi per part d’aquestes soques es va realitzar per fermentado deis 
vins i posterior análisi per cromatografía de gasos (annex 2).
La fermentado es va realitzar en botelles Pyrex de 2 L estérils, omplertes amb 2 L de 
vi préviament esterilitzat per filtrado i inoculades cadascuna d'elles amb una soca del 
bacteri préviament seleccionada i provinent de vi (aproximadament lxlO5 ufe mL’1). 
Les fermentacions es van desenvolupar a 20°C fins qué es va detectar la quasi total 
desaparició de l’ácid málic inicialment present al vi. Aleshores es van congelar els vins 
fins l'extracció deis components volátils (annex 2). L’evolució de l’FML es va seguir 
mitjan9 ant determinació de la quantitat residual d'ácid málic present al vi per 
cromatografía en paper o HPLC (annex 2). Periódicament es van realitzar plaqueigs en 
MLO (annex 1) per determinar els nivells de cél lules d'O. oeni viables al vi. Com a 
control de tot el procés es va incubar una botella amb vi estéril.
1.2 ADAPTACIÓ DE SOQUES D 'Oenococcus oeni AL CREIXEMENT EN VI
Les soques d'O. oeni es troben al vi amb circumstáncies ambientáis adverses, pH 
baix, altes concentracions d’etanol, existéncia d’S 0 2 i preséncia de carbohidrats en 
baixes quantitats, qué dificulten un desenvolupament rápid (Davis et al., 1985b). Quan 
aqüestes soques s’inoculen en medis de cultiu sintétics, per realitzar estudis 
d’identificació i altres assaigs, el creixement es veu millorat. Tanmateix, una vegada 
acostumades a viure en aquests medis, els intents de reinocular-les directament en vi 
resulten generalment infructuosos (Henick-Kling, 1988). Per fer aqüestes reinoculacions 
cal anar acostumant les soques passant-les progressivament des de medis rics a altres 
més pobres i semblants al vi. L'aproximació utilitzada per nosaltres consistia en la 
inoculació a 1’1% (v/v) de les soques crescudes en MLO, en medis de pre-cultiu: A, B, 
C, D, 10 o P (annex 1). Una vegada crescudes a cadascun deis medis de pre-cultiu 
s'inoculaven al 2% (v/v) en vi a pH 3.5 i a partir d'aquest, una vegada desenvolupades, 
en vi a pH 3.4 i pH 3.3. Periódicament es realitzaven Controls de viabilitat en plaques 
d'MLO i es determinava el grau de realització de la TML per cromatografía en paper o 
IIPLC (annex 2).
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1.3 CONSER VACIÓ DE SOQUES D ’O. oeni I MANTENIMENT DE LA SEVA 
ACTIVITAT MALOLÁCTICA
L’adaptació de les soques d’O. oeni al \ i  és indispensable per a la seva utilització 
comercial, pero no ho és menys, la necessitat de mantenir la seva viabilitat i activitat 
maloláctica al llarg del temps. El procés d’adaptació de les cél lules al vi és un procés llaig i 
costos, per la qual cosa, una vegada s’ha aconseguit, requereix un subcultiu periódic de les 
cél lules en vi frese per mantenir les seves propietats tecnológiques. Sorgeix dones, la 
necessitat d'optimitzar processos de conservació que asseguren tant un alt grau de viabilitat 
com la capacitat deis cultius per desenvolupar l'FML. Per esbrinar quines eren les millors 
condicions de preparado de les soques, es van créixer en 10 mL dMLO, Medi P o vi 
(annex 1) fins el final de la fase exponencial i es van sotmetre a liofilització o congelació.
Per a la liofilització, els cultius es van centrifugar a 18000 x g , es van rentar dues 
vegades amb ácid glutámic 0.067 M i es van resuspendre en 1-2 mL d'aquest agent 
crioprotector. Es van realitzar parts alíquotes de 200 pL i es van repartir en 5-6 tubs de 
vidre. Aleshores es van sotmetre a la liofilització i es van conservar a 4°C. Es van 
realitzar Controls de viabilitat per comprovar la supervivéncia de les soques durant 
diferents etapes, abans i després de la liofilització, determinant el nombre d'ufc mL"1 
mitjan9 ant recompte en plaques d'MLO (annex 1). Per a la congelació, 1 mL del cultiu 
crescut es va mesclar amb 1 mL de glicerol al 40% (v/v) en un tub de plástic de 3 mL i 
es va congelar a -20°C fins la seva utilització.
Amb aqüestes dades es van calcular els percentatges de supervivéncia deguts al 
procés de conservació i al temps d’emmagatzemament.
Determinació del manleniment de Tactivitat maloláctica en vi
Per determinar quin era el grau de manteniment de l'activitat maloláctica en vi de les 
soques bacterianes utilitzades, després de ser sotmeses ais tractaments de conservació abans 
esmentats, es van diluir els cultius de manera apropiada per obtenir una densitat inicial 
d'aproximadament lxlO5 ufe mL"1 en ser inoculats en tubs de rosca de 12 mL amb 10 mL 
de vi. Setmanalment, es va realitzar una cromatografía en paper d'ácids orgánics (annex 2) 
per avaluar la taxa de degradado d'ácid málic. Com a control del procés, es va realitzar una 
resembra directa a partir de cél lules crescudes ais mateixos medis de procedéncia: MLO, 
Medi P o vi sense haver-les sotmés a conservació. L’activitat maloláctica es va mesurar en 
fundó deis dies que tardava a realitzar-se en relació amb l'assaig control.
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2 RESULTATS I DISCUSSIÓ
2.1 AILLAMENT IIDENTIFICACIÓ DE NOVES SOQUES D 'Oenococcus oeni
2.1.1 Proves realitzades per adscriure Ies soques a génere
Es van seleccionar divuit colónies anomenades MA4, VV4, W 5 , RM2, RM3, 
BM2, BM3, GE3, GE5, TV3, TV4, BE5, CS2, TE3, B03A, B03B, CH3 i CH4 que 
presentaven una morfología microscópica coccoídal o cocco-bacillar i formaven 
colónies blanques, rodones i menudes a les plaques de cultiu. A les proves iniciáis 
efectuades resultaren ser Gram + i catalasa Foren seleccionades i sotmeses a proves 
d’identifícació posteriors per determinar la seva possible inclusió dins l'espécie 
Oenococcus oeni (abans Leuconostoc oenos).
En una fase posterior es va procedir a la determinació del carácter homo o 
heterofermentatiu de les hexoses. Tots els aíllats seleccionades en l’apartat anterior, 
excepte GE3, GE5, CH3 i CH4 donaven lloc a colónies de color blanc quan eren 
inoculades en Medi 5 (Zúñiga et al., 1993 (annex 1) la qual cosa implicava la seva 
heterofermentativitat. Les quatre soques qué presentaren una tonalitat blavenca en 
aquest medi tenien una procedéncia comuna: van ser aíllades en vi Gewurztraminer de 
dos anys de maduració (GE3 i GE5) o bé a partir de vi Chardonnay (CH3 i CH4). En 
base a aqüestes característiques foren preliminarment adscrites al génere 
Lactobacillus. Donat qué no era objectiu d’aquesta tesi la identificació de bacteris 
láctics diferents a O. oeni, no es va aprofundir més en l'estudi d'aquestes quatre soques 
i només es van utilitzar com a soques de referéncia.
Una de les proves més característiques per diferenciar els bacteris láctics del vi 
consisteix en determinar la producció d'isómers de l'ácid láctic a partir de la glucosa. 
Així, Lactobacillus pot produir D(-), L(+) o una mésela deis dos; Pediococcus la 
mésela D(-) i L(T), mentre que Leuconostoc (i Oenococcus) únicament D(-). Aquesta 
prova s’ha utilitzat en les identificacions de bacteris láctics efectuades per nombrosos 
autors (Garvie, 1967a; Pilone i Kunkee, 1972; Beelman et al., 1977; Chalfan el al., 
1977; Pardo, 1987).
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Les nostres soques presentaven diferents comportaments. Així, les quatre soques 
homofermentatives produíen una mésela al 50% de D(-) i L(+) láctic, mentre que les 
heterofermentatives produíen només D(-): ML34, RM3, MA4, CS2, TV3, W 4 , W 5 ,  
TE3, B03A i BM3, o aquest isómer de manera majoritária: BM2, B03B, RM2, BE5 i 
TV4, queproduíen un 10-25% d'isómer L(+). Amb aquests resultáis, es confirma 
l'adscripció a l’espécie O. oeni d'algunes soques heterofermentatives mentre que 
1’adscripció de les que presentaven una lleugera producció d'ácid L(+)-láctic fou 
posada en dubte fins a la conclusió de la resta de proves. Peynaud ja citava la 
possibilitat de trobar cocs heterofermentatius {Leuconostoc sp.) que sintetitzaven d’un 
2-5% d'ácid L(+)-láctic (Pardo, 1987). Per aquesta raó els nostres aíllats que produíen 
L(+)-láctic no foren directament exclosos de proves posteriors. Tanmateix, Garvie 
(1960) posava en dubte aquesta possibilitat per la no possessió de L(+)-lactat 
deshidrogenasa de L. oenos.
La realització de la prova de producció de mannitol a partir de fructosa va 
confirmar la heterofermentativitat de part de les soques, amb l’excepció de GE3, GE5, 
CH3 i CH4. Aqüestes quatre soques, produíen en canvi, elevades quantitats d'ácid 
láctic, notablement superiors a les detectades amb la resta de soques en estudi. Aquest 
resultat confirma la homofermentativitat d'aquests quatre aíllats d'aparen9 a 
cocco-bacil lar mentre qué recolza el carácter heterofermentatiu de la resta de soques.
Finalment, es va comprovar la desaminació de l'arginina per part deis aíllats. 
Només les soques VV4 i VV5 ens van oferir un resultat positiu. Resulta interessant la 
preséncia d'activitat arginina desaminasa associada al seu origen comú (totes dues 
foren aíllades al mateix vi). Aixó, segons el Bergey's Manual o f  Determinative 
Bacteriology (Holt et al., 1994), ens faria eliminar aqüestes dues soques de la llista de 
possibles membres de l'espécie O. oeni. Tanmateix, Sponholtz et al. (1992) i Liu et al. 
(1994; 1995) van descriure la preséncia de soques d'O. oeni amb capacitat per 
desaminar l'arginina. Així dones, aqüestes dues soques no van ser eliminades deis 
posteriors assaigs, deixant la seva adscripció a génere per al final de les proves 
d'identificació.
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Les nostres soques presentaven diferents comportaments. Així, les quatre soques 
homofermentatives produíen una mésela al 50% de D(-) i L(+) láctic, mentre que les 
heterofermentatives produíen només D(-): ML34, RM3, MA4, CS2, TV3, W 4 , W 5 ,  
TE3, B03A i BM3, o aquest isómer de manera majoritária: BM2, B03B, RM2, BE5 i 
TV4, queproduíen un 10-25% d'isómer L(+). Amb aquests resultats, es confirma 
l’adscripció a l'espécie O. oeni d'algunes soques heterofermentatives mentre que 
l'adscripció de les que presentaven una lleugera producció d'ácid L(+)-láctic fou 
posada en dubte fins a la conclusió de la resta de proves. Peynaud ja citava la 
possibilitat de trobar cocs heterofermentatius (Leuconostoc sp.) que sintetitzaven d'un 
2-5% d'ácid L(+)-láctic (Pardo, 1987). Per aquesta raó els nostres aíllats que produíen 
L(+)-láctic no foren directament exclosos de proves posteriors. Tanmateix, Garvie 
(1960) posava en dubte aquesta possibilitat per la no possessió de L(+)-lactat 
deshidrogenasa de L. oenos.
La realització de la prova de producció de mannitol a partir de fructosa va 
confirmar la heterofermentativitat de part de les soques, amb l'excepció de GE3, GE5, 
CH3 i CH4. Aqüestes quatre soques, produíen en canvi, elevades quantitats d'ácid 
láctic, notablement superiors a les detectades amb la resta de soques en estudi. Aquest 
resultat confirma la homofermentativitat d'aquests quatre aíllats d'apare^a 
cocco-bacil lar mentre qué recolza el carácter heterofermentatiu de la resta de soques.
Finalment, es va comprovar la desaminació de l'arginina per part deis aíllats. 
Només les soques VV4 i VV5 ens van oferir un resultat positiu. Resulta interessant la 
preséncia d'activitat arginina desaminasa associada al seu origen comú (totes dues 
foren aíllades al mateix vi). Aixó, segons el Bergey's Manual o f  Determinative 
Bacteriology (Holt et al., 1994), ens faria eliminar aqüestes dues soques de la llista de 
possibles membres de l'espécie O. oeni. Tanmateix, Sponholtz e^^al (1992) i Liu et al. 
(1994; 1995) van descriure la preséncia de soques d'O. oeni amb capacitat per 
desaminar l'arginina. Així dones, aqüestes dues soques no van ser eliminades deis 
posteriors assaigs, deixant la seva adscripció a génere per al final de les proves 
d'identificació.
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2.1.2 Proves realitzades per adscriure Ies soques a espécies
Els resultats obtinguts a partir de les dades de creixement a diferents temperatures, 
ens mostra com, a nivell global, totes les soques aíllades prefereixen temperatures de 
creixement mitjanes, al voltant de 28°C (taula 1.1).
El creixement a 37°C, la temperatura
discriminatoria aconsellada peí 
Bergey's Manual o f  Determinative 
Bacteriology> (Holt et a l , 1994), fou 
positiu per a totes les soques, no 
permetent aixó eliminar cap aíllat 
d'assaigs posteriors. No resulta estrany 
quan és el mateix manual el que 
només li dona un interés relatiu al 
moment de caracteritzar l'espécie L. 
oenos per la seva variabilitat. El 
creixement a temperatures altes, 
45 °C, fou quasi inapreciable per a 
totes les soques heteroláctiques i 
després de set dies d'assaig només 
TV4 havia crescut satisfactóriament. 
El feble creixement detectat ais tubs 
deis heterofermentatius cal atribuír-lo 
al creixement residual inicial. Al 
contrari, les quatre soques 
homoláctiques es desenvolupaven en 
un dia, marcant aixó un altra 
diferencia entre els bacteris homo i 
heteroláctics. Aquests creixements
d'aíllals a altes temperatures,
possibiement adscrits al génere
Lactobacillus ja fou esmentat abans 
per Pardo (1987).
Temperatura (°C)
21 25 28 37 45
CS2 4 7 4 3 7*
CHS 2 1 1 1 1
CH4 o 1 1 1 1
BM2 2 3 3 1 7
BM3 l* 7 4 3 7*
BE5 4 7 4 1 7*
TV3 3 7 4 3 7*
s TV4 4 7 4 2 7
o TE3 4 7 4 3 7*
c B03A 7* 3 4 2 7*
A B03B 7 4 1 7*
RM2 2 3 4 1 7*
RM3 7* 7 4 2 7*
GE3 2 1 1 1 1
GE5 2 1 1 1 1
VV4 i 7 3 2 7*
VV5 7 3 1 4 4 7*
MA4 4 7
___ 1
4 3 7*
ML34 3 7
O ~T~ ~7*~
Dies
* Creixement residual feble.
Paula 1.1. Temps necessari per detectar 
creixement ais cultius de soques láctiques 
inoculades en MLO amb diferents 
temperatures de creixement. pl 10 4.8.
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Peí que respecta a temperatures inferiors, 21-25 °C, una análisi global deis resultats mostra 
un desenvolupament de les soques similar al detectat a 28-3 7°C resultant de nou les soques 
homoláctiques les més rápides en créixer (taula 1.1). Resulta curios un desenvolupament 
més rápid a 21-28 °C que a 25 °C d'alguna de les soques asajades. Tanmateix, el creixement 
després d'una setmana d'incubació era positiu a tots els casos. Aquest creixement de les 
soques homoláctiques, d'igual manera que a la resta d'assaigs fisiológics, es tradui'a en una 
elevada quantitat de biomassa sedimentada al fons deis tubs de cultiu.
El creixement a diferents pH és un 
més deis assaigs efectuáis per 
caracterizar els diferents aíllats deis que 
disposávem. La capacitat d’O. oeni per 
poder sobreviure a pH baixos és 
d'especial importancia al moment 
d'inocular els bacteris al vi, qué 
habitualment es troba entre valors de 3.0 
i 3.5 (Henick-Kling, 1988). La 
importáncia d'aquesta prova es posa de 
manifest en el nombre d'autors qué l'han 
realitzat ais seus estudis d'aillament de 
soques (Bousbouras i Kunkee, 1971; 
Pilone i Kunkee, 1972; Henick-Kling, 
1988). Així mateix, el Bergey's Manual 
o f Determinative Bacteriology descriu 
l'assaig de creixement a pH 4.8 com a 
necessari per a l'adscripció de les soques 
a espécies (Holt el a l 1994). Tots els 
aíllats seleccionats per a l’assaig 
presentaren un creixement positiu ais 
cinc valors íixats, encara qué la 
velocitat de creixement no fou uniforme 
ni per a lotes les soques ni a tots els 
valors iniciáis de píl (taula 1 .2 ).
Valors iniciáis de pH
3.7 4.2 4.8 5.0 5.5
CS2 5 5 5 5 5
CH3 2 1 1 1 1
CH4 3 3 2 2 2
BM2 9 2 2 2
BM3 o 1 1 1 1
BE5 5 5 3 3 o3
TV3 5 5 3 3 3
s TV4 7 5 2 2 9
o TE3 *3¡ o 3 3 3
c B03A 2 2 2
A B03B 2 2 2 2 2
RM2 2 2 2 2 2
RM3 3 3 3 3 3
GE3 3 1 1 1 1
GE5 i I 1 1 1
VV4 3 2 2 2 2
VV5
_ _ _ _ _
2 ~
_ _ _ _ _
2 2
MA4
_ _ _ _ _
_ _ _ _ _ ZJ 3 ~ 3 3
ML34 2
_ _ _ _ _
2 2
Dies
Taula 1.2. Temps necessari per 
detectar creixement amb els cultius 
inoculades en MLO. Diferents valors 
iniciáis de pl 1. I de creixement 28 °C
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Els aíllats qué menys característiques própies d'O. oeni presentavea p.e. fermentado 
homoláctica de la glucosa, foren els qué més rápidament es desenvoluparen en medi 
sintétic a tots els valors de pH. La soca heteroláctica BM3 també presentá un 
creixement rápid que fou confirmat en repeticions posteriors de l'assaig. Malgrat aixó, 
cap de la resta de proves d'identificació la desmarcava de l'espécie O. oeni.
Com era d'esperar, el creixement a pH baix 
(3.7) fou més lent qué a valors superiors per a 
la major part de les soques (taula 1.2). Aquest 
comportament també fou l'observat ais 
creixements efectuats amb la soca de 
referéncia ML34. Tenint en compte aquests 
resultats vam considerar que el creixement a 
pH baix no era una prova discriminatoria a 
nivell d'espécie. Per aixó, la realització 
d'aquesta prova fou presa en considerado tan 
sois a nivell de caracterització deis aíllats i 
analitzada de manera global amb la resta 
d'assaigs fisiológics i bioquímics efectuats 
durant la identificado.
Ais assaigs de creixement en medi sintétic 
en preséncia del 1 0 % d'etanol, totes les soques 
analitzades van presentar un comportament 
positiu (taula 1.3). Les soques 
homofermentatives: CH3, CII4, GE3 i GE5 
són les que van presentar un desenvolupament 
més rápid creixent en només 2-3 d, mentre 
qué el desenvolupament de les heteroláctiques 
es va mostrar més dispar. Així, algunes soques 
ereixien de manera satisfactoria en 4-6 dies 
mentre altres només presentaven un lleuger 
creixement després de 7 dies d'assaig.
SOCA
dies
¡ CS2 7*
CH3 ojL,
CH4 2
BM2 7*
BM3 7*
BE5 7*
TV3 7*
TV4 4
TE3 6
B03A 7*
B03B 7
RM2 4
RM3 6
GE3 2
GE5 3
VV4 4
VV5 6
MA4 4
ML34 4
* Creixement residual feble
Taula 1.3. Temps necessari per 
detectar creixement ais cultius 
de soques láctiques inoculades 
en MLO amb un 1 0 % d'etanol 
1 creixement 28 °C; p lí0 4.8.
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Aquesta prova, suggerida peí Bergey's Manual o f Determinative Bacteriology, ens 
ajuda a adscriure els cocs heteroláctics a l'espécie O. oeni (abans L. oenos) 
diferenciant-los de la resta de membres del génere Leuconostoc (Holt et al., 1994). 
Aquests creixements en medi sintétic, útils al moment de realitzar les proves 
d'identificació i adscripció a taxons, no pressuposen la capacitat per desenvolupar la 
FML en vi sota condicions físico-químiques molt diferents (Pardo, 1987).
La capacitat de produir dextrá a partir de sacarosa és una característica propia 
d'algunes espécies del génere Leuconostoc pero no així d'O. oeni (abans L. oenos). La 
realització d'aquesta prova ens va mostrar com cap de les soques assajades metabolitzaven 
la sacarosa fins a dextrá. Amb aixó descartem la pertinen9 a deis nostres aíllats a cap 
espécie de Leuconostoc productora de biopolímers. La preséncia de L. mesenteroides al vi 
no és un fet estrany i ja ha estat descrita abans (Lonvaud-Funel i Strasser de Saad, 1982).
La realització de les proves d'assimilació d'ácids orgánics ens ajuden bé a la 
diferenciació d'espécies dins el génere Leuconostoc, bé a caracterizar les soques 
aíllades. A més, la degradado d'ácids orgánics permet obtenir informació relativa al seu 
aprofitament com a font d’energia i carboni per part deis bacteris i les seves 
implicacions en els canvis organoléptics qué es produeixen al vi. Més informació sobre 
aquests aspectes es troba a la introducció d'aquesta tesi.
La degradado deis ácids málic i cítric ha estat tradicionalment assajada per 
caracterizar noves soques d'O. oeni (Garvie, 1967a; Pilone i Kunkee, 1972; Beelman et 
al., 1977; Pardo, 1987). Encara que aqüestes degradacions no presenten resultats 
unívocs ja qué moltes vegades canvien de soca en soca (Pardo, 1987), els resultats 
obtinguts en aqüestes determinacions mostraren com totes les soques estudiades eren 
capaces de degradar l'ácid málic (taula 1.4). La capacitat d'una soca d'O. oeni per 
degradar l'ácid málic és indispensable per a la seva utilització industrial ja qué la 
realització de fFML és el principal objectiu del seu ús. El creixement d'O. oeni amb 
málic com a única font de carboni és un fet estudiat abans, així com la producció d'ATP 
associada a la via quimiosmótica d'entrada de l’ácid a l'interior cel lular (Cox i 
Henick-Kling 1989). Tanmateix, aquesta no és una activitat indispensable per al 
creixement si els bacteris poden trobar al vi quantitats residuals d'hexoses que els 
ofereixin una font d'energia mínima per desenvolupar-se.
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L'ácid cítric fou assimilat 
per tots els aíllats 
heterofermentatius i per 
alguns homofermentatius tan 
sois (taula 1.4). Tanmateix, 
la velocitat de degradado per 
part de tots els aíllats no fou 
uniforme. Així, mentre GE3 
i GE5 a penes l'havien 
metabolitzat en quatre 
setmanes d'assaig, CH3 i 
CH4 l'exhaurien quasi 
completament a la primera. 
Els heteroláctics també 
tenien un comportament 
variable. Després de dues 
setmanes d'assaig BM2, 
B03B, TV4, BM2 i VV4 
havien consumit més d'un 
1 0 % de la quantitat inicial, 
mentre qué la resta de 
soques no arriba ven al 2 %. 
Aquest tipus de variabilitat 
ja va ser detectat abans per 
Pardo (1987).
Acid orgánic
Málic Cítric Fumáric Tartáric
s
o
c
A
CS2 + + + -
CHS + + + +
CH4 + + + +
BM2 + + 4 - -
BM3 + + + -
BE5 + + -
TV3 + + -
TV4 + + + *
TE3 + + + -
B03A + + + -
B03B + ■+ T -
RM2 + + -
RM3 + + + -
GE3 + - + +
GE5 + - + +
VV4 + + + -
VV5 + + + -
MA4 + + + -
ML34 +
. . .  .
+
.............
+
.
-
* Degradació feble
Taula 1.4. Degradació de diferents ácids 
orgánics en medi C (málic, cítric o tartáric) o 
en medi TJ (fumáric) per les soques estudiades. 
T creixement"28°C; pH0r 4.8. Dades fináis.
L'ácid cítric, a banda de resultar un suporl peí creixement és un substrat inicial a 
partir del qual es formen diferents compostos aromátics al vi (Cogan et al., 1981; 
Shimazu el al., 1985; Rcvcl et al., 1989). L'excessiva degradació podria produir 
clevades quantitats d'aquests compostos i ser perjudicial peí vi. Tanmateix, les baixes 
quantitats d'aquest ácid qué allí es troben normalment quan es desenvolupa l'FML fan 
pensar en aquest possible problema de manera secundária. Amb tot, sembla ser qué el 
creixement amb qualsevol d'aquests dos ácids com a única font de carboni no resulta
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tant profitós per les cél lules com la seva cometabolització amb els carbohidrats 
(Salou et al., 1991; 1994).
També es van realitzar proves d'assimilació deis ácids tartáric i fumáric peí seu 
interés práctic en la selecció de soques de bacteris láctics (Pardo, 1987). L’ácid tartáric 
és difícilment metabolitzat pels bacteris láctics i mai per O. oeni (Holt, 1994). A les 
nostres proves, només hem obtingut resultats positius de degradació amb les soques 
homoláctiques i un de molt lleuger amb una soca heteroláctica (taula 1.4). Aquesta soca 
hetroláctica, TV4 també presentava un creixement positiu a 45 °C no concardant amb 
les descripcions habitualment reconegudes per O. oeni. La incapacitat per degradar 
l'ácid tartáric es considera positiva per impedir la formació d'excessives quantitats d'ácid 
acétic i acetoina (Lafon-Lafourcade et a l , 1983; Buckenhüskes, 1993). Les elevades 
quantitats d'ácid tartáric presents al vi requereixen d'una gran cura al moment de triar 
una soca per utilitzar-la com a inductora de l'FML, ja qué si degradara l'ácid tartáric 
podría malmetre el vi rápida i inexorablement. La degradació d'ácid fumáric també va 
ser positiva a totes les soques estudiades, tant homoláctiques com heteroláctiques 
(taula 1.4). Tanmateix, mentre que aquesta degradació es va produir en només una 
setmana de cultiu amb les homoláctiques, les heteroláctiques van necessitar fins a quatre 
setmanes per consumir-lo totalment. Kunkee (1974) recomaná l'afegiment d'ácid 
fumáric al vi en quantitats superiors al 600 mg L 1 per aturar el desenvolupament 
microbiá aprofitant el seu efecte antibactericida (Kunkee, 1974). Sembla ser, dones, que 
O. oeni és capa9  d'assimilar aquest ácid quan es troba present en baixes quantitats 
mentre que s'inhibeix quan augmenta la concentració.
Una de les proves més característiques que es solen efectuar tant per adscriure nous 
aíllats a una espécie com per a caracteritzar diferents soques és la capacitat d'assimilació 
de diferents carbohidrats. Quan es pretén caracteritzar individus de diferents géneres i 
espécies, una bona introducció consisteix en utilitzar sistemes d’identificació 
miniaturitzats, com ara l’API 50 CH (Lafon-Lafourcade et al., 1983; Davis et al., 1985a) 
Tanmateix, els resultats obtinguts ais nostre laboratori amb aquests sistemes 
miniaturitzats no foren gens satisfactoris (Pardo, 1987) i per aixó vam optar per efectuar 
les proves fisiológiques d'assimilació en tubs amb medi FC (annex 1). Lis perfils de 
fermentació resultants es mostren a la taula 1.5.
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SUCRE
SOCA
D A R A L-ARA XIL FRU GLC GAL MAS CEL LAC MAL SAC TRE MEL RAF ¡
o
DEX ESQ SAL
_ __ i
MAT R1B
ML34 - 4 r + + - + + - - - 4 r - 4 -h i r  ■ + _
GE3 - - + 4 + + + + - 4 - 4 4 - _ 4 1 -r
GE5 - - 4 4 + + + + - 4 - 4 - - - 4 +  i 4* 4*
CH3 - - - + + - + *T* - - 4 4 - - - 4 4  i -
CH4 - - + + + - + 4“ - - 4 4 4 - - " 4  "1 +
TV4 d d - + + - + + d - - 4 - - d 4 4 - 1  d ~
TV3 - 4 4 + d - + + - - d - _ - ! + - 4
VV4 d d d + d d d
------------
d
--- --------
d d d d 4 d d 1 + d d
VV5 - 4 4 •f d + - d - - - d 4 - 4 4 -
_ d
BÜ3A - 4 4 + + + + + - - - 4 4 - - 4 + . -
B03B - + - + + - r -f - - d 4 4 - - 4 4 * ■+■
CS2 - - + + + + + 4 - d - 4 - - - + 4 1 4
TE3 - 4 4 + + - - 4 - d r d - r - 4¡ + 4
MA4 r 4 r + r r - r d d - r 4 r r r
f
r r  r
RM2 - - - + d - + 4 - - - 4 4 - - 4 4 1 - 4
RM3 - - 4 + + - + r - - - 4 4 -
(
¡ 4 4
BM2 d 4 4 + + + ■f 4 d 4 d 4 4 - d
T
1 4 -
BM3 - + 4 + - f - + r 4 - 4 - 4 - - - 4 - -
BE5 - - d d d - d - - - - - 4 - d - 4
D-ARA=D-arabinosa; L-ARA=L-arabinosa; XIL=xiIosa; FRU=fructosa; GLC=glucosa; GAL=galactosa; MAS=mannosa; CEL=cel-lobiosa; 
LAC=lactosa; MAL^maltosa; SAC=sacarosa; TRE=trehalosa; MEL=mellibiosa; RAF=rafinosa; DEX=dextrina; ESQ=esquaIina; SAL=salicina; 
MAT=mannitol; RIB=ribosa
Taula 1.5. Fermentado de carbohidrats per les soques aíllades en medi basal FC amb diferents carbohidrats. negatiu; +, positiu: r. amb reirás o
molt Ueuger; d, dubtós. T de creixement=28°C; pH0=5.2; temps d'incubació: 3-4 setmanes_________________________________
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Una análisi global deis resultats permet veure com la glucosa i la fructosa, les 
hexoses majoritáriament presents al vi, són consumides més o menys rápidament per 
totes les soques assajades. No és un fet d'estranyar ja qué la seva supervivéncia ais vins 
de procedéncia sliauria de deure a la seva metabolització. Tanmateix, i sota aqüestes 
condicions experimentáis, vam detectar dificultáis de consum de la glucosa per váries 
soques qué fins i tot després de dues setmanes d'incubació només presentaven 
creixements molt lleugers. La producció d'ácid a partir de la trehalosa i la hidrólisi de 
l'esqualina són altres dues proves interessants qué permeten caracteritzar O. oeni (Pardo, 
1987). Quasi totes les soques assajades, tant homofermentatives com 
heterofermentatives eren capaces d'actuar sobre aquests dos carbohidrats, amb 
l'excepció de BE5. Aquesta soca presentava problemes de creixement en el medi FC 
independentment del carbohidrat subministrat a l'assaig. La sacarosa, la maltosa, el 
mannitol, la lactosa i la rafinosa no haurien de ser assimilades per les soques d'O. oeni 
segons el Bergey's Manual o f  Determinative Bacteriology (Holt et a l , 1994). Resultats 
d'assimilació clarament positius per a la sacarosa només els vam detectar amb dues 
soques homoláctiques (taula 1.5). La resta de soques no produíen quantitats suficients 
d'ácids com per virar l'indicador de pH. Així mateix vam detectar resultats positius per a 
la maltosa amb altres dues soques homoláctiques, GE3 i GE5, i dues heteroláctiques, 
BM2 i BM3. Aqüestes ultimes oferiren perfils de degradació de carbohidrats més 
semblants a O. oeni qué a qualsevol altre microorganisme. La fermentació del mannitol 
va ser sorprenentment detectada en diferents aíllats, incloent-hi tots els homoláctics i 
només alguns heteroláctics. De nou, els perfils d'algunes soques heteroláctiques, malgrat 
donar resultats contradictoris amb els descrits, s'assemblaven més a O. oeni qué a cap 
altre bacteri. Aixó indica una diversitat intraespecífica més gran que l'admesa pels 
criteris clássics d'identificació (Holt et a l , 1994). Les proves efectuades per a la lactosa 
i la rafinosa oferiren resultats més coincidents; cap de les soques en estudi eren capaces 
de metabolitzar-les satisfactóriament durant les dues setmanes d'assaig. Els altres tres 
carbohidrats assajats seguint les recomanacions del Bergey's Manual o f Determinative 
Bacteriology, L-arabinosa, mel libiosa i salicina, així com altres addicionalment 
utilitzats en les proves de caracterització de les soques ens oferiren els resultats que es 
mostren a la taula 1.5. La variabilitat específica detectada fou característica per a 
cadascun deis aíllats i eas va permelre diferenciar un deis altres, de tal manera que cap 
d'ells presentava un perfil idéntic al d'un altre amb almenys un tret diferencial (taula 1.5).
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2.1.3 Soques adscrites a l’espécie Oenococcus oeni.
Fonamentant-nos en totes aqüestes determinacions, vam incloure totes les soques 
heteroláctiques assajades dins l'espécie O. oeni. Si bé es cert qué algunes de les proves 
bioquímiques efectuades no concordaven exactament amb les característiques própies 
descrites per altres investigadors, sobre tot a les proves de degradació de carbohidrats, la 
resta d'assaigs efectuats si qué mostren una concordaba acceptable (Garvie, 1967a; 
Pardo, 1987). També resultaven dubtoses les soques BM2, B03B, RM2, BE5 i TV4 per 
la producció d'ácid L(+)-láctic en baixes quantitats. Per totes aqüestes raons no foren 
utilitzades en posteriors assaigs d'aquest tesi.
No obstant, abans d'utilitzar les soques aíllades en la producció de vi a major escala, 
es va realitzar una série de proves de pre-caracterització enológica. La realització 
d'aquests assaigs permet establir la capacitat deis aíllats per realitzar l'FML de manera 
satisfactoria, tant peí que respecta a l'efectivitat de creixement i la degradació de l'ácid 
málic com per la possible producció de components aromátics.
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2.2 ANÁLISI DE LA PRODUCCIÓ DE COMPOSTOS VOLÁTILS
Un deis aspectes que cal teñir en compte alhora de seleccionar una soca láctica per 
utilitzar-la com a cultiu iniciador de l'FML en vi, és la seva capacitat de producció 
d’aromes en vi (Buckenhüskes, 1993). Amb la finalitat de determinar la possible 
producció d'aquests aromes, els metabólits volátils produíts per cinc de les soques aillades 
en aquesta tesi (BM3, MA4, W 5 , TE3 i CH4) van ser analitzades per cromatografía de 
gasos. La taula 1.6 mostra la intensitat relativa front al patró ntem (2-nonanol) deis pies 
deis components volátils detectats ais vins fermentáis amb diferents soques abans i 
després de l'FML. Quan es disposava de solucions estándard apropiades, els metabólits 
corresponents amb aquests pies foren quantificats (taula 1.7). Totes les soques assajades 
en aquest experiment van degradar quasi completament l'ácid málic inicialment present al 
vi, excepte Lactobacillus sp. CH4 que només el va consumir parcialment (taula 1.8).
Peí que respecta ais components volátils, cal dir que alguns d’ells foren detectats en les 
mateixes concentracions abans i després de la realització de l'FML (1-hexanol, 
2-pentanol, ácid isovaléric i ácid hexanoic) essent dones consideráis com a característics 
del vi base de partida i no assimilables ni sintetitzables pels bacteris láctics assajats (taula 
1.6). L'análisi deis resultáis obtinguts va mostrar variacions en la resta de components 
volátils. Algún d’aquests compostos es trobaven en quantitats superiors a la inicial a 
qualsevol deis vins inoculáis amb cultius láctics, mentre qué la concentració d’altres 
components presentava més variació depenent de la soca utilitzada. Només els valors 
relatius del 4-hidroxibutirat d'etil van disminuir de manera apreciable.
La realització d'una análisi detallada de les modificacions ais components volátils 
deis vi mostra els següents resultáis:
Els alcohols superiors presents al vi són produíts principalment pels llevats i en 
menor mesura pels bacteris láctics, a partir deis aminoácids o de les hexoses vía piruvat, 
contribuint activament a l'aroma final del vi. La quantitat total d’alcohols superiors en 
vins de taula es sol trobar entre 0.14 i 0.42 g L'1 (Amerine eí al., 1982) coincidint amb 
els nostres resultáis experimentáis. Així, vam detectar increments en la quantitat total 
d'alcohols en tots aquells vins que havien sofert l’FML (amb excepció del inoculáis amb 
les soques MA4 i BM3) en comparació amb els Controls. Aquests increments foren 
deguts principalment a la producció d'alcohol benzílic detectada a tots els vins que havien
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Abans FML
C om ponent MS Oenococcus oem
Alcohol*
1 -Propanol 
Isobutanol 
2-Pentanol 
1 -Butanol 
Alcohol isoamílic 
1 -Hexanol 
Alcohol bcnzilic 
2-Fcnilctanol
E sten
A dds
Control CV BMJ CV
63.07 58.89
MA4
99.7 0.20 5.0 0.16 0.1 0.12
96.2 1.59 2.3 1.25 0.0 0.98
90.8 0.16 1.6 0.15 1.0 0.13
94.6 0.14 6.4 0.12 8.1 0.11
95.9 43.49 0.8 39.13 0.3 37.15
92.3 0.40 2.3 0.40 0.8 0.39
* 0.14 0 .7 0.23 0.5 0.22
86.1 16.95 4.2 17.45 0.3 15.83
54.92
CV
Acctat d'ctil * 4.50 1.5 2.38 1.5 1.69 2.2
Caprílat d'ctil 80.6 0.31 0.1 0.29 3.2 0.34 11.5
Acetat d’isoamil 93.4 0.26 0.7 0.31 1.5 0.32 3.1
Caproat d'ctil 90.9 0.16 1.6 0.15 0.3 0.14 2.3
Lactat d'ctil * 9.91 2 .7 13.07 0.4 11.85 1.2
3-hidroxibutirat d’ctil 92.9 0.04 5.8 0.04 0.7 0.04 3.0
Caprílat d’isoamil * 0.22 17.2 0.19 16.8 0.11 17.1
Succinat de dictil 93.6 0.82 3.9 0.98 6.8 0.82 6.9
4-hidroxibutirat d'ctil * 1.29 5.0 0.73 0.3 0.80 1.8
Acctat 2-fcnctil 85.1 0 .07 2.9 0.15 0.9 0.14 3.8
Bcnzoat 2-feneti) * 0.46 1.6 1.04 2.5 0.74 8.9
Ácid isovaleric 95.7 0.90 9.3 1.03 6.1 0.89 6.5
Ácid isobutíric 90.3 0.74 2.1 0.83 1.5 0.74 10.2
Ácid hcxanoic 95.3 1.32 5.8 1.32 1.5 1.19 0.7
Ácid 10-undecanoic * 0.10 14.3 0.79 4.9 0.46 14.8
Ácid cápric * 0.08 39.5 0.12 1.9 0.12 21.6
Ácid caprílic * 0.87 4.4 1.37 8.7 1.01 6.2
28.53 33.43 27.56
Al tres components
y-butirolactona 92.8 2.78 3.2 3.65 0.4 3.17 4 1
(  2,3-butanodiol 93.1 11.86 4.9 22.82 0.0 14.33 2.1
/'y 2,3 -butanocdiol 93.3 1.79 1.4 6.76 1.1 4.22 3.9
2,3-butanodiol * 0.42 2.3 0.59 15.0 0.38 21.7
3-(Mctil-tio)-l-propanol 93.9 0.26 5.4 0.33 0.3 0.29 3.2
CV= dcsviació cstandard /  concentrado mitjana (%) MS=espcctromctria de nnasses
Després FML
'■ .V 'J S tii ’. i S  sp.
VV5 CV TE3 CV CH4 CV
0.46 0.7 0.31 5.9 0.38 1.9
w-
5Q
2.65
0.18
0.6
0.3
2.11
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8.3
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0.21 3.0 0.19 8.4 0.21 73
50.47
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1.8 0.32
0.22
1.3
4.6
0.30
0.60
15.4
4.3
0.19 1.7 0.17 1.5 0.18 1.2 c
13.00 1.5 12.69 0.1 14.SO 1.1 c1
0.04 0.03 3.1 0.04 1.7 (N
0.03
0.80
33.3
0.3
0.06
0.69
12.2
2.7
0.07
0.88
1.4
0.3
V
P .
0.59
0.19
0.81
0.07
0.4
2.5
0.77
0.17
3.9
3.3
D
C -V.■J
0.64 1.04 7.5 0.63 13.9 : ir. 
O 
>26.21 22.11 26.32
0.82 0.6 0.87 3.2 0.93 3.8
5
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c
1.18 1.2 1.19 1.25 2.1 5
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24.4
9.1
0.12
1.31
5.9
4.4
i
o
c
41.82 35.67 41.07
w'
3.22
13.81
0.8
0.4
3.19
15.64
3.9
4.4
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13.53
0.9
2.1
•
7Z
4.55
0.21
4.8
5.4
4.13
0.26
4.5
5.7
3.72
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C om ponent MS
C ontrol
Conc. C V
A lcohol*
1 -Propanol 99.7 3.35 5.0
Isobutanol 96.2 9.68 2.3
1-Butanol 94.6 0.13 6.4
A lcohol isoam ílic 95.9 96.46 0.8
1-Hexanol 92.3 0.68 2.3
A lcohol benzílic ★ 0.25 0.7
2-Feniletanol 86.1 22.75 4.2
E sters
A cetat d 'isoam il 93.4 0.30 0.7
A cetat d'etil * 98.69 1.5
C aproat d'etil 90.9 0.24 1.6
Lactat d 'etil * 39.90 2.7
C aprílat d 'etil 80.6 1.16 0.1
3-hidroxibutirat d'etil 92.9 0.11 5.8
Succinat de dietil 93.6 1.05 3.9
Á c id s
Á cid isobutíric 90.3 1.70 2.1
Á cid isovaléric 95.7 1.24 9.3
Á cid caprílic # 1.71 4.4
Á cid cápric * 0.14 39.5
A ltr es  co m p o n en ts
y-butirolactona 92.8 2.82 3.2
t 2 ,3-B utanodiol 93.1 431.29 4.9
>n2,3-Butanodiol 93.3 123.34 1.4
2,3-B utanodiol 90.5 33.85 2.3
3 -(M etiltio )-1 -propanol 93.9 0.90 5.4
C V = desviació estándard  / concentració  m itjana (% )
Oenococcus oeni
BM3 M A4 VV5
Conc. CV Conc. CV Conc.
2.80 0.1 1.99 17.0 7.79
7.58 0.0 5.93 3.3 16.12
0.12 8.1 0.11 7.4 0.20
86.79 0.3 82.39 0.8 111.94
0.68 0.8 0.66 2.4 0.67
0.41 0.5 0.39 2.7 0.37
23.43 0.3 21.25 2.0 21.27
0.35 1.5 0.37 3.1 0.68
52.23 1.5 36.94 2.2 216.04
0.23 0.3 0.21 2.3 0.28
52.62 0.4 47.71 1.2 52.33
1.05 3.2 1.27 11.5 0.97
0.10 0.7 0.09 3.0 0.09
1.25 6.8 1.05 6.9 1.02
1.90 1.5 1.69 10.2 1.77
1.42 6.1 1.23 6.5 1.13
2.70 8.7 1.98 6.2 2.27
0.22 1.9 0.22 21.6 0.26
3.71 0.4 3.22 4.1 3.27
829.91 0.0 521.22 2.1 502.31
465.02 1.1 290.25 3.9 312.62
48.15 15.0 30.63 21.7 16.78
1.14 0.3 0.98 3.2 0.98
M S= espectrom etría de m asses
________ Lactobacilhis sp.
TE3 CH4
CV Conc. C V Conc. CV
0.7 5.23 5.9 6.38 1.9
0.6 12.84 2.6 13.64 2.4
3.0 0.19 8.4 0.20 1.5
0.3 102.48 1.6 107.07 1.0
3.8 0.66 0.1 0.69 1.0
7.1 0.38 0.1 0.96 2.8
2.7 21.02 4.9 22.48 3.0
0.8 0.25 4.6 0.67 4.3
0.9 131.69 10.4 172.11 8.6
1.7 0.25 1.5 0.26 1.2
1.5 51.10 0.1 59.69 1.1
1.8 1.17 1.3 1.11 15.4
1.0 0.08 3.1 0.09 1."
0.3 0.88 2.7 1.12 0.3
3.2 1.65 3.3 1.66 22.0
0.6 1.20 3.2 1.29 3.8
5.1 2.62 9.1 2.58 4.4
18.7 0.61 24.4 0.22 5.9
0.8 3.23 3.9 3.25 0.9
0.4 569.02 4.4 492.30 2.1
4.8 283.97 4.5 255.92 16.5
5.4 21.50 5.7 0.00 *
3.6 1.14 0.7 0.9" 3.6
*= com ponents no  identificáis per MS
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Figura 2 . 1 . Concentració de diferents alcohols superiors al vi. Delerminacions 
eíectuades per GLC a partir d'exlractes de vins obtinguts abans i després de l'FML 
realitzada per diferents soques de bacteris láctics. T de„creixement 20WC; p lí0 3.5.
soícrt l’I Mí.. Les quantitats produídes ais vins inoculáis amb cadascuna de les quatre 
soques d'O. oeni foren similars (al voltant de 0.4 mg I. ') mentre qué un nivell superior
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fou detectat al vi fermentat per la soca homoláctica CH4 (0.96 mg L'1) (taula 1.7). Els 
resultáis obtinguts per a l’isobutanol, 1-propanol, 1-butanol i alcohol isoamílic 
mostraren un resultat característic depenent de la soca utilitzada per induir l'FML 
(figura 2.1). Mentre que els valors obtinguts amb les soques BM3 i MA4 foren 
lleugerament inferiors ais del vi control (sense fermentar), les quantitats fináis de tots 
quatre compostos foren superiors per a la resta de soques.
Com era d'esperar, s'observa un patró de producció característic degut a que tots 
aquests alcohols presenten rutes biosintétiques similars. Els nivells del 2-feniletanol 
disminuiren lleugerament al final de l'FML, possiblement degut a un fenomen 
d'adsorció física a les membranes bacterianes promogut per grup fenilo. Com ja 
esmentávem abans, ni 1'1-hexanol ni el 2-pentanol contribueixen a l'increment del nivell 
d'alcohols superiors ais vins analitzats.
La concentració d'ácid acétic ais vins va augmentar al voltant de 0.2 g L'1 durant la 
realització de l'FML, arribant-se a obtenir concentracions fináis en vi al voltant de 
0.60-0.65 g L"1 (taula 1.8). Aquest fet no és estrany donat qué O. oeni és un bacteri láctic 
heterofermentatiu i sota condicions favorables la producció d'ácid acétic a partir de 
1'acetil-CoA és habitual. Els nivells que nosaltres vam enregistrar eren similars ais trobats 
per altres autors, que generalment coincideixen en rebutjar els vins que superen els 0.8 g 
L 1 d'ácid acétic. (Davis et al., 198 ;^ Henick-Kling, 1995). Cal teñir en compte, entre 
altres coses, que aquests assaigs foren efectuats sota condicions de laboratori. L’obtenció 
periódica de mostres microbiológiques requería l'agitació de les botelles de cultiu per 
homogenei'tzar que implicava una elevada oxigenació i afavoria la producció d'acetats.
Respecte ais ácids grassos detectats en vi cal dir qué, encara que es troben en quantitats 
tra£a, el seu baix nivell de detecció i la seva forta olor els fan contribuents essencials de 
l’aroma final del v l  Els ácids isovaléric, isobutíric i hexanoic no van incrementar els seus 
valors després de la realització de l'FML. La concentració deis ácids cápric i caprílic si 
que va augmentar durant l'FML pero sense arribar mai a nivells de 0.2 mg L'1, quantitat 
elevada considerada com a negativa per algún autor (Miranda-López et al., 1992). L'ácid 
que si que va augmentar notablement, fins a unes vuit vegades, fou el 10-undecanoic. La 
seva preséncia no ha estat detectada abans en fermentacions viniques per la qual cosa no 
existeixen valoracions respecte al seu paper a nivell organoléptic.
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La contribució deis esters a Varonía final del vi també és notable destacant sobretot el 
lactat d'etil. Ais vins que havien sofert l'FML, vam trobar al voltant de 50 mg L’1 en vins 
fermentats amb soques d'O. oeni i 60 mg L’1 quan s’utilitzava la soca homoláctica CH4. 
Valade i Laurent (1992) mostraren valors significativament superiors ais nostres 
(190 mgL’1). Fleet (19$3) va descriure concentracions estándard de lactat d'etil en vi 
negre al voltant de 50 mg L . Aquesta disparitat de valors te la seva explicado en 
l’acoblament existent entre la producció de lactat d'etil i la d'ácid láctic. Aixó fa que els 
increments del lactat depenen directament de la realització de l'FML i que aquelles 
soques que més ácid láctic produeixin, bé siga per la seva activitat o senzillament perqué 
les concentracions iniciáis d'ácid málic siguen superiors, més lactat d'etil produeixen. Els 
resultats obtinguts amb les soques assajades per nosaltres nivells superiors de lactat 
d'etil després de la realització de l'FML quan s'utilitzá la soca CH4 (taula 1.7). Aquests 
nivells de producció concorden amb el fet de la seva homofermentativitat (producció 
exclusiva d'ácid láctic en la via de degradado d'hexoses). La producció d'acetat d'etil 
també pot afectar l'aroma del vi quan els nivells sobrepassen els 200 mg L'1 (Amerine et 
al., 1982). Aquest valor només fou assolit al vi fermentat per la soca W 5. Aquesta soca, 
que es caracteritzá per l'elevada producció d'acetats, no presentá pero, nivells de 
producció d'ácid acétic notablement superiors ais de les altres soques.
Altres esters presents al vi contribueixen activament al seu aroma final. L'acetat 
d'isoamil i el caproat d'etil són especialment importants per la nota fruitada que aporten 
al vi (Gil et a l , 1996). El nivell de producció d'aquests dos esters no fou uniforme amb 
totes les soques assajades (taula 1.7). Els increments més destacats foren els observáis 
en els vins fermentats amb les soques CH4 i VV5 al cas de l'acetat d'isoamil, mentre que 
no eren d'importáncia per a la resta de soques. D'entre la resta d'esters identificáis, el 
2-fenetil acetat i el 2-fenetil benzoat foren els que mostraren increments més destacats 
després de la realització de l'FML (taula 1.6).
L'increment en el nivell d’esters ais vins durant el desenvolupament de l'FML 
suggereix dones la seva participado en l'aroma final del vi.
Respecte a altres components habitualmenl presents al vi, vam observar com aquells 
vins que havien sofert l'FML mostraven un notable incrcment del nivell de 
y-butirolactona, al voltant de 0.4 mg L'1. Aquest increment fou similar a l'observat per 
Valade i Laurent (1992) a vins que havien realitzat l'FML. Les diferencies quantitatives 
detectades entre soques poden explicar-se en base a característiques individuáis própies de
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cadascuna d'elles. El 3-metionol, també anomenat 3-metiltio-1 -propanol, fou identificat 
com a principal component sulfurat al vi. Tan sois els vins fermentats amb O. oeni TE3 o 
BM3 mostraven altes concentracions, sense passar de 1.14 mg L’1 en cap cas. Així, encara 
que la contribució del 3-metionol a l'aroma final del vi és important i sobrepassar certs 
límits és perjudicial, les quantitats que nosaltres vam detectar es trobaven dins de rangs 
acceptables per ais vins negres, entr e 0.5 i 2.0 mg L'1 (Miranda-López et a l , 1992). Pero, 
tal vegada, un deis components més interessants trobats al vi fou el 2,3-butanodiol, 
trobat en les seves tres formes racémiques (eritro, treo i meso) al vins assajats 
(taula 1.6). Totes les soques de bacteris láctics ten en la capacitat de metabolitzar 
anaeróbiament el piruvat produint quantitats variables de C 02, acetoína, 2,3-butanodiol, 
ácid acétic, etanol i ácid láctic (Davis et al., 198^; Wibowo et a l , 1985). Les elevades 
quantitats de 2,3-butanodiol trobades en aquests vins coincideixen amb l’abséncia de 
diacetil que per via enzimática s'hauria transfoimat en 2,3-butanodiol. Aquesta reducció 
espontánia fou descrita per Martineau i Henick-Kling (1995) qui trobaren nivells de 
diacetil inferiors a 0.005 mg L 1 a diferents vins després de la realització de l’FML. La 
presencia o abséncia d’aquests dos components volátils vindrá dones condicionada peí 
tipus de vi i práctica enológica efectuada per a la seva elaboració. Un altre component 
habitualment trobat al vi després de l’FML, l’acetoína, tampoc fou detectat a les nostres 
mostres. La seva desaparició podria ser deguda a la seva transformació en 
2,3-butanodiol per l’acetoín reductasa. Aquesta transformació contribuiría també a 
l’elevada quantitat de 2,3-butanodiol detectada ais vins assajats (taula 1.7).
Com es pot deduir d’aquests resultats, les implicacions deis bacteris láctics en la 
producció de vi no són únicament degudes a la degradado de l’ácid málic. Els vins inoculáis 
amb bacteris láctics presenten característiques organoléptiques fináis diferents ais vins no 
inoculats. Aquests increments en alcohols superiors, esters etílics i ácids contribueixen a 
augmentar les propietats sensorials i la qualitat deis vins que han sofert l’FML. A més, cal 
destacar que sois algunes de les soques assajades contribueixen activament a la producció 
de components volátils, la qual cosa resulta beneficiosa. Aquesta és la raó per suggerir la 
inducció de l’FML en vins negres només amb soques de bacteris láctics seleccionáis. 
Aqüestes soques hauran de ser préviament assajades en fermentacions en planta pilot i 
determinar la seva possible contribució positiva a l’aroma final del vi.
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1 \  x 
Vi ufe mL' en vi Dies necessaris per Acid Acid Acid
després de la realitzar l'FML málic láctic acétic
inoculació completament residual produít produi't
Control (no inoeulat)
Vto )
3.826
_X5L±±—-L.
Oenococcus oeni MA4 1.9xl05 30 0.094 2.293 0.210
Oenococcus oeni VV5 1.8x1o5 23 0.134 2.222 0.202
Oenococcus oeni TE3 4.6xl05 35 0.090 2.203 0.132
Oenococcus oeni BM3 1.4xl05 29 0.104 2.161 0.164
Laciobacillus sp. CH4 3.0xl05 * 0.810 1.616 0.233
* La fermentació es va aturar després de 60 dies, sense 
completament l'ácid málic.
que stiagucra exháurit
Taula 1.8. Parámetres relatius a la fermentació maloláctica en vi realitzada per diferents 
soques seleccionades. T de creixement=20°C; pH<,=3.5.
2.3 ADAPTACIÓ DE SOQUES D 'Oenococcus oeni AL CREIXEMENT EN VI
Com ja exposávem a la introducció d'aquesta tesi, la readaptació de soques d'O. oeni 
al vi és un deis aspectes més importants quan es vol induir l’FML utilitzant cultius 
iniciadors préviament identifícats, caracteritzats i seleccionats.
La inoculació directa d'O. oeni en vi a partir de medis nutritius complexos com l'MLO 
(annex 1), en quantitats de 105-106 ufe mL"1 és un procés que esdevé en un rápid 
decreixement de 1a viabilitat ceMular en pocs dies (Henick-Kling, 1988). Una forma de 
solucionar aquesta elevada mortalitat en inocular el cultius en vi consisteix en adaptar 
progressivament els bacteris a les noves condicions ambientáis creixent-los préviament en 
medis de pre-cultiu (Naouri eí al., 1989). Amb aquesta finalitat, es van preparar medis de 
pre-culíiu amb diferents composicions (annex 1) on es van inocular algunes soques 
seleccionades per analilzar la seva funcionalitat i possible aplicació amb la resta d'aíllats.
Una primera aproximació va consistir en la inoculació d'una soca de laboratori 
(O. oeni M42) en els medis A, B, C, D, 10 i P (figura 2.2) i determinar els seus 
parámetres de creixement. A partir d'aquests resultats es pot deduir que la presencia de 
vi al medi de pre-cultiu 10 incideix negativament sobre el creixement d'O. oeni. Així, la 
biomassa máxima assolida en aquest medi fou notablement inferior a la detectada amb 
la resta de medis.
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Figura 2.2. Creixement d'O. oeni M42 en diferents medis de pre-cultiu. T de 
creixement=28°C; pHo=4.5 (4.0 al medi 10).
Aquest comportament no fou massa estrany tenint en compte que aquest medi és 
fonamentalment vi suplementat de components nutritius. L’estrés causat per la presencia 
del vi tenia un efecte negatiu sobre el desenvolupament bacteria. Els resultats amb la 
resta de medis de pre-cultiu, on el vi es va substituir per most, foren més satisfactoris. 
Tanmateix, la composició de cadascun d'aquests medis afectava notablement sobre el 
creixement. Així, amb medis més rics, D i P, en menys d'una setmana s'arribava a 
obtenir nivells de biomassa máxima, mentre que a la resta eren necessaris entre una i 
dues setmanes. Amb tot, els nivells máxims de biomassa s’aconseguien amb la 
utilització del Medi P. Aquest medi, que inclou diferents vitamines a la seva 
composició, fou el més complet a nivell nutritiu de tots els assajats i aixó explica 
l'obtenció de resultats tan favorables (taula 1.9). A més, la utilització del Medi P 
presentava un avantatge addicional consistent en l'estabilitat deis nivells de biomassa. A 
la resta de medis de pre-cultiu, una vegada assolida la biomassa máxima, es produía una 
rapida i forta davallada en el número de viables que exigia un control més acurat del 
procés de creixement del bacteri i una menor flexibilitat en el moment del rccolliment 
de les cól lules i inoculació en vi.
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El Medi P permetia recollir un 
elevat número de cél-lules viables, 
superior a 109 ufe mL’1, durant 
dues setmanes (figura 2 .2 ) per la 
qual cosa resultava interessant la 
seva utilització. Tanmateix, la 
decisió final per utilitzar un o altre 
medi de pre-cultiu no va ser presa 
tan sois en base a criteris de 
creixement al propi medi sinó que 
també es va avaluar l'adaptació 
deis cultius quan eren 
posteriorment inoculáis en vi.
Aquesta inoculació es feia partint del volum adequat de cultiu al final de la fase 
logarítmica de creixement per aconseguir una biomassa inicial en vi al voltant de
105-106 ufe m L'1.
Els vins inoculats amb cél-lules préviament crescudes ais medis de pre-cultiu A, B, C i 
D no suportaven l'estrés en ser inoculades en vi i rápidament veien disminui'des les 
seves poblacions fins a nivells a partir de les quals no era possible una posterior 
recuperado (figura 2.3). Només els cultius que havien estat pre-cultivats en medi 10 i en 
Medi P podien suportar l'estrés en ser inoculades al vi i després d'una fase inicial de 
mortalitat que durava entre una i dues setmanes, creixien fins a assolir biomasses al 
voltant de 107 ufe mL’ 1 i realitzaven l'FML. Les cél-lules inoculades en medi de 
pre-cultiu 1 0  sofrien una elevada mortalitat inicial, arribant a nivells molt baixos, per 
després recuperar-se rápidament. Aixó permetia arribar a nivells de 106 ufe mL’1 2-3 
setmanes després de la seva inoculació. Aquest comportament ja fou descrit 
anteriorment per Pardo (1987). La mortalitat de les cél-lules pre-cul ti vades en Medi P 
íou inferior pero en canvi, la recuperació era també més lenta. Aquests períodes de 
mortalitat inicial al realitzar les inoculacions en vi disminui'en progressivament quan 
s'anava resembrant les cél-lules en vi frese després de realitzar l'FML en el vi de 
procedéncia.
Parámetres de creixement
Medi g.M K [ufe mL’1] día (K)
A 1 0 1.30-10* 18
B 9 4.50-10* 30
C 5 5.17-10* 7
D 7 4.70-10* ó
10 16 3.1 OTO7 10
P 6 1.60-ltf 6
Taula 1.9. Parámetres del creixement 
d 'O. oeni en diferents medis de 
pre-cultiu. T de creixement=28°C; 
pH0=4.5 (4.0 al medi 10).
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Figura 2.3. Creixement d'O. oeni M42 en vi inoculat des de diferents medis de 
pre-cultiu. T de creixement=20°C; pH0 3.5.
El comportament observat amb la soca 1M42 es repetia utilitzant altres soques d'O. 
oeni dipositades a la col lecció del nostre grup d'investigació així com amb les soques 
noves descrites en aquesta tesi. Aquesta cap.acitat d'adaptació era millor en Medi P que 
en medi 10 de manera global per a aqüestes soques. Aleshores, fou el medi de pre-cultiu 
utilitzat durant la resta d’experiments d'aquiesta tesi quan es volia inocular un vi amb 
cél-lules d'O. oeni.
Amb la finalitat de continuar caracteriitzant les soques aíllades en aquesta tesi 
(annex 3), una vegada crescudes en Medi IP, eren inoculades en vi (annex 1). Quan 
creixien satisíactóriament i desenvolupavcen l'FML. en aquest vi a p lf  3.5 eren 
resembrades en el mateix vi pero a pH 3.4, per analitzar la seva capacitat d'adaptació a 
pll més baixos. Entre totes les soques assajaides, només MA4, VV5, TV3 i 1303A eren 
capaces de desenvolupar-se i metabolitzar (completament els 3.5 g L 1 d'ácid L-málic 
inicialmenl presents al vi. Tanmatoix, els teimps necessari per degradar totalment l'ácid 
málic augmentá íins a les 5-6 setmanes. Aiixó suposava increments d'entre una i dues 
setmanes respecte ais creixements en vi a píll 3 .5 , pero permetia la utilització d'aquestes
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soques en vins amb aquest valor de pH. Aquesta fou una més de les raons que ens van 
fer triar les soques MA4 i W 5 com a candidates per a la realització d’estudis posteriors 
al llarg d’aquesta tesi. Les quatre soques d'O. oeni que s'havien desenvolupat en vi a 
pH=3.4 foren també resembrades en vi a pH 3.3 per veure si era possible el seu 
desenvolupament pero malauradament, després de tres mesos des de la inoculació, 
aquest no fou possible. Els intents directes d'inoculació de les soques crescudes en de vi 
a pH=3.5 fins a vi a pH 3.3 resultaren igualment infructuosos.
2.4 CONSERVACIÓ DE SOQUES T>'Oenococcus oeni I MANTENIMENT DE LA 
SEVA ACTIVITAT MALOLÁCTICA
Una vegada es va aconseguir 1'adaptació deis cultius al vi, interessava esbrinar quines 
eren les millors condicions per mantenir aquesta adaptació al llarg del temps. A banda 
de la resembra directa periódica, amb els seus avantatges i inconvenients, nosaltres vam 
assajat tant la congelació com la liofilització deis cultius per veure la incidencia del 
tractament sobre la supervivencia de les soques així com sobre el manteniment de 
l'activitat maloláctica en vi.
Medis de pre-cultiu
El primer que vam intentar determinar fou la conveniencia d'utilitzar un o altre medi 
per créixer les cél-lules abans de sotmetre-les ais tractaments de conservado. El 
creixement en medi sintétic MLO, que posava a l'abast deis bacteris tots els nutrients 
necessaris peí seu creixement a un pH óptim, possibilitava l’assoliment d’elevades 
quantitats de biomássa en temps curts (109 ufe mL'1 en 2-3 dies). L’addició de 
components nutrilius ais medis de pre-cultiu (extret de llevat, Tween 80 i most entre 
altres) ja fou avaluada per Beelmanp^ú l. (1982) que van aconsellar la seva inclusió en 
la composició per la seva influencia favorable sobre la producció de biomassa. La 
utilització de Medi P permetia assolir resultats tan bons o millors que els aconseguits 
amb l'MLO, tant peí que fa al temps necessari peí creixement, com a la biomassa final 
assolida (1010 ufe mL'1 en 2-3 dies). Finalment, la utilització del mateix vi com a medi 
de pre-cultiu, requeria la previa adaptació de l'inócul que havia de resembrar-se 
successivament en MLO i Medi P per disminuir l'elevada mortalitat produída en una 
resembra directa des d'un medi de pre-cultiu sintétic. Les limitacions nutritives presents
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al vi determinaven l'obtenció de biomasses inferiors (107 ufe mL’1 en 15-20 dies), pero 
en canvi millor adaptades que les crescudes en MLO per a la realització de l'FML sota 
les adverses condicions físico-químiques allí presents. Aquesta adaptació positiva també 
fou detectada ais cultius crescuts en Medi P.
Tractaments de conservació
Pero el que realment ens interessava en aquest punt del treball era comprovar l'efecte 
de la conservació (per congelació o liofilització) en si, sobre la supervivencia i 
manteniment d'activitat deis cultius.
Les taxes de supervivencia aconseguides amb les cél-lules pre-cultivades en MLO i vi 
foren generalment millors que les obtingudes amb Medi P, ais tractaments de congelació 
(taula 2.10). Tanmateix, la inoculació deis supervivents en vi (biomasses iniciáis al 
voltant de 105 ufe mL'1) només conduía a la realització de l'FML en 3-4 setmanes amb les 
soques pre.-cultivades en Medi P o vi, mentre que l'elevada mortalitat a les pre-cultivades 
en MLO ho impedia (taula 2.11). Aquests resultats ens farien descartar la utilització deis 
cultius congeláis a partir dMLO i suggereixen la utilització deis pre-cultivats en Medi P, 
perqué malgrat presentar una supervivéncia inferior a la obtinguda amb cél-lules 
pre-cultives en vi, permetien reduir en 2-3 setmanes el temps necessari per a la seva 
preparació, amb els beneficis que aixó implica tant per l'abaratiment del procés de 
producció com per la disminució del perill de contaminado (taules 2.10; 2.11).
Les taxes de supervivéncia aconseguides amb els cultius liofilitzats (taula 2.10) foren 
similars a les obtingudes amb els congeláis. Els resultats acoaseguits en MLO i vi foren 
millors que amb Medi P. tanmateix, només les soques anteriorment pre-cultivades en 
Medi P i vi foren capaces de realitzar l'FML (taula 2.11).
L'análisi comparatiu efectuat entre els percentatges de supervivéncia per un mateix 
medi de pre-cultiu i soca, mostra com aquesta fou inferior ais cultius liofilitzats en 
comparado amb els coaservats per congelació a -20°C. Aquest resultat ja fou suggerit 
anteriorment per Henick-Kling (1991) qui va rccomanar la congelació a -20°C (i fins i 
tot millor a -80°C). Aquest fet, conjuntament amb els resultats obtinguts a partir de 
l'estudi deis medis de pre-cultiu, ens íária triar el pre-cultiu en Medi P i la conservació 
per congelació com a métode a seguir per a coaservar les soques d'O. oeni.
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Tractament de conservació
Congelació Liofilització
Soca MA4 TE3 VV5 BM3 TV3 MA4 TE3 VV5 BM3 TV3
Medi de cultiu
MLO 78.9 95.2 92.3 72.0 82.0 57.9 27.4 23.3 7.7 -*j) ji
Medi P 2 0 .0 26.9 10.5 13.3 10.4 62.5 5.2 5.8 2.1 1.5
Vi 87.5 93.3 73.3 88.9 80.0 29.1 2 0 .8 26.0 8.5 8.3
Taula 2.10. Percentatge de supervivéncia de soques d'O. oeni crescudes en diferents medis de cultiu després de ser sosteses a conservació.
Tratament de conservació
Resembra directa (control) Congelació Liofilització
Soca MA4 TE3 VV5 BM3 TV3 MA4 TE3 VV5 BM3 TV3 MA4 TE3 VV5 BM3 TV3
Medi de cultiu
MLO * * 5 * * * * * * * * * 7 *
Medi P 3 3 3 3 4 3 4 3 3 4 3 3 -i •> 3
Vi 3 3 3 3 3 3 3 Ó 4 3 3 3 •>3 3
* Soques que no van realitzar l'FML 7 setmanes després de la inoculació en vi.
Taula 2.11. Temps necessari per a la realització de l'FML en vi (setmanes) inoculant diferents soques d'O. oeni després de ser sotmeses a 
tractaments de conservació o resembrados directament.
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Tanmateix, si es compara el temps necessari per realitzar l'FML entre els cultius 
liofilitzats i els congelats, s'observa com no existeixen diferencies notables (taula 2.11). 
La liofilització, si bé oferia viabilitats inferiors que la congelació, permetia obtenir taxes 
de degradado de l'ácid L-málic similars. D'altra banda, l'emmagatzemament, el 
transport i el manteniment deis cultius liofilitzats és menys costos i complicat que el 
deis glicerinats, que requereixen condicions de congelació permanents. Aquests 
resultats globals han de ser estudiáis de manera detallada per a cada soca degut a un 
comportament diferencial i propi de cadascuna d'elles. Així, per exemple, cal esmentar 
l'alta taxa de supervivéncia obtinguda amb cultius liofilitzats d'MA4 front a les de la 
resta de soques que ofereixen millors resultats davant la congelació (taula 2.10).
2.5 RECAPITULACIÓ
La fermentació maloláctica, desacidificació biológica de l'ácid málic, és un procés 
que, de vegades, es desenvolupa de manera espontánia al vi. Els causants d'aquest 
procés són el grup deis bacteris láctics, al quals pertanyen diferents especies tant 
bacilTars com cocoídals que tenen en comú la capacitat de produir ácid láctic. D'entre 
tots aquests microorganismes, Oenococcus oeni (abans Leuconostoc oenos) és el que 
es troba millor preparat per desenvolupar l'FML, alhora que també és el més adient per 
a obtenir els resultats desitjats des d'un punt de vista biotecnológic.
El treball d'aquesta tesi com erá amb un procés d'aíllament i caracterització de noves 
soques. En una primera etapa es va procedir a realitzar una identificació morfológica 
així com proves metabóliques per adscriure els aíllats a genere. Totes les soques 
obtingudes, amb l'excepció de quatre que possiblement pertanyien al genere 
Lactobacillus, foren incloses dins el genere antigament anomenat Leuconostoc. Avui en 
dia, els microorganismes d'aquest genere es troben repartits entre els géneres 
Leuconostoc, Weissella i Oenococcus.
Una vegada assignat el génere es va procedir a 1a identificació a nivell d'espécie 
realitzant diferents proves fisiológiques, creixement sola diferents condicions 
ambientáis i assimilació de substrats, que ens va permetre identificar catorze soques 
com a Oenococcus oeni, amb diferents graus de concordan^a amb les dades de 
referéncia de l'espécie. Aixó ens va permetre la caracterització d'aquests nous aíllats.
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Algunes d'aquestes soques, que complien tots els requisits descrits per a ser 
identifícades com Oenococcus oeni foren utilitzades en assaigs de caracterització 
posteriors. ALxí, es van realitzar fermentacions en vi amb algunes d'elles a petita escala, 
es van extraure els components de la fracció volátil i es van analitzar per cromatografía 
de gasos. Una análisi global deis resultats ens va permetre comprovar com la inoculació 
deis vins amb O. oeni contribuía a incrementar la seva cárrega final en ácids, esters, 
alcohols superiors i altres components. Aquests augments solen associar-se amb una 
millor qualitat fmal del vi.
Una vegada aíllades les soques ens vam centrar en dos aspectes molt importants a 
nivell tecnológic. Un d’ells era la necessitat de readaptar les soques, acostumades a viure 
en medis sintétics al laboratori, al vi. Aquesta readaptado es va realitzar resembrant les 
soques en diferents medis de pre-cultiu, i una vegada crescudes ací passant-les a vi. Es 
van utilitzar diferents composicions de medis, anibant-se al fmal a concloure que el 
Medi P era el que millors resultats oferia a nivell global, tant en l’aconseguiment 
d'elevats nivells de biomassa com en l'adaptació que permetia ais cultius per reeixir 
quan s'inoculaven en vi a pH 3.5. Els intents d’acostumar les soques a créixer a pH 
inferior només tingueren éxit amb quatre de les soques a pH=3.4, mentre que cap d’elles 
fou capa9  de sobre viure i realitzar l'FML a valors inferiors.
L’altre aspecte que ens va interessar estudiar fou la possibilitat de conservar les 
soques a medi-llarg termini. Per aixó, es van créixer en tres medis diferents: 1MLO que 
era l’utilitzat habitualment al laboratori per créixer les soques, el Medi P que era el que 
millors resultats de readaptado al vi ens havia ofert, i el propi vi. Els resultats de 
supeivivéncia aconseguits amb els cultius en MLO i vi foren generalment millors que 
amb Medi P. Tanmateix, la inoculació deis supervivents en vi només conduía a la 
realització de l’FML amb les soques pre-cultivades en Medi P o vi, mentre que l'elevada 
mortalitat amb les pre-cultivades en MLO ho impedia. Aquests resultats foren igualment 
válids per ais cultius sotmesos a congelació com ais que foren liofilitzats. Tanmateix, el 
comportament no era igualment comparable per a totes les soques assajades, ja que 
algunes responien millor a un métode de conservació que a l'altre. Amb tot, a nivell de 
laboratori foren utilitzats tots dos de manera habitual. A escala industrial, la liofilització 
seria el metode trial pels avantalges tant a nivell económic com tecnológic que ofercix.
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CAPÍTOL 3. MATERIALS I MÉTODES
1 MATERIALS I MÉTODES
La soca microbiana utilitzada per a la realització deis experiments continguts en 
aquest capítol fou Oenococcus oeni M42 (annex 3).
1.1 ASSAIGS EN TAMPÓ
Els assaigs de degradado de sucres es van realitzar en tampó TF (annex 1) ajustat al 
valor de pH desitjat en tubs de vidre Pyrex de 25 mL. Els carbohidrats, glucosa o fructosa, 
es van esterilitzar per filtrado i es van afegir al tampó abans de comen9 ar l’assaig per 
obtenir una concentració final de 10 g L'1. Ais assaigs en presencia d'NADH o NADPH, 
aquests cofactors es van afegir al tampó a una concentració final de 0.1 mM. Les cél-lules 
es van créixer en MLO (annex 1) fins obtenir la biomassa desitjada, es van centrifugar a 
18000 x g 20 min 4°C i es van rentar dues vegades amb tampó TF. Aleshores es va 
resuspendre la quantitat de cél-lules necessária per teñir una A^o nm=l-2 en 20 mL de 
tampó. Els tubs es van incubar a 28°C durant 2-3 h i periódicament es van realitzar 
mostreigs: 1.5 mL de mostra es van centrifugar a 18000 x g  20 min, es va descartar el 
sediment i el sobrenadant es va congelar a -20 °C fins a l'análisi química (veure apartat 1.3).
1.2 ASSAIGS EN MEDI DE CULTIU
L’estudi de la regenerado de cofactors NAD(P)H es va realitzar obtenint extrets crus a 
partir de cultius d'O. oeni M42 crescuts en MBC (annex 2) en diferents condicions d'airejat 
(annex 4) afegint-se les quantitats de carbohidrats i agents reductors que s'indiquen a cada 
experiment Aleshores es va realitzar la quantificació deis cofactors presents ais extrets i 
es va determinar l'activitat de diferents enzims implicáis a la regenerado (tant deis 
presents a la via de formado de l’etanol com de les NAD(P)H-oxidases).
1.2.1 Obtenció deis extrets
El procediment de preparació fou el descrit per Zúñiga (1994) amb algunes 
modificacions. Un volum d'entre 100-200 mL del medi de cultiu es va centrifugar a 
18000 x g 20 min 4°C. Aleshores, el sediment es va resuspendre en 1 volum de tampó 
fosfat potassic 0.01 M pl I 7.0 i es va centrifugar en les mateixes condicions. El procés 
es va repetir amb Tris-IICl 3.0 mM pH 7.0 i el sediment es va resuspendre en 1 mL de
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Tris-HCl 6.4 mM pH 8.4. Aleshores es va transferir la suspensió cel lular a un tub 
Corex de 30 mL i es va afegir una massa equivalent (al voltant d'l g) de perles de vidre 
de 0.1 mm de diámetre. La suspensió es va sotmetre a un procés intermitent de ruptura 
cel lular en un agitador de tubs i incubado en bany de gel en períodes de 1 minut. El 
tractament es va repetir 10-15 vegades fins qué la suspensió va adquirir una aparenta 
viscosa. Aleshores es centrifugá a 18000 x g  15 min a 4 °C, es descarta el sediment i el 
sobrenadan!, aliquotat en petits volums, es congela a -20°C fins la seva utilització.
1.2.2 Determinació de protei'nes en extrets aceMulars
La concentració de protema ais extrets es va mesurar utilitzant el sistema Pierce 
Micro BCA Protein Assay Reagent (Smith et al., 1985) segons les instruccions del 
fabricant. Es van assajar diferents dilucions decimals deis extrets eras preparades en 
aigua Milli-Q (Millipore), utilitzant tubs d’assaig de vidre préviament netejats amb 
mésela crómica. Es va utilitzar seroalbúmina bovina per efectuar les rectes de calibrat. 
Les determinacions es van efectuar amb un espectrofotómetre Beckman Model DU-7.
1.2.3 Determinació d'activitats enzimátiques a la via de formació de I'etanol
La molécula de dos carbonis resultant de l’escissió de la ribulosa-5-P, l'acetil-P, en 
determinades condicions pot destinar-se a la formació d’etanol amb importants 
implicacions en el balans rédox (veure el capítol d'introducció). Per aixó vam mesurar 
les tres activitats enzimátiques implicades a la seva via de producció (alcohol 
deshidrogenasa, aldehid deshidrogenasa i fosfat acetil transferasa).
Alcohol deshidrogenasa (ADH)
La determinació de les activitats alcohol deshidrogenasa NAD+-depenent E.C.
1.1.1.1 i NADP+-depenent E.C. 1.1.1.2 (figura 1.1) es va realitzar segons Kági i Vallee 
(1960) amb algunes modiíicacions. El métode es basa en la detecció a 340 nm de la 
reducció del cofactor NAD+ (o NADP+), en un espectrofotómetre Beckman Model 
DU-7, en preséncia d'etanol en un medi básic, d'acord amb la següent reacció:
Etanol + NAD(P)+ ^  Acetaldehid + NAD(P)II + H+ |
El reactius utilitzats foren els següents:
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- Tampó Glicina-NaOH 0.2 M pH 9.0
- Etanol 95% (v/v)
- Solució estándard d'NAD"1' (o NADP+) 15 mM
La reacció com erá afegint a una cubeta d’espectrofotometria 1.5 mL de solució 
tampó Glicina-NaOH, 1.5 mL de solució estándard d'NAD* (o NADP+), 0.1 mL d’aigua 
Milli-Q i 0.1 mL d’etanol. Es mésela i es deixá equilibrar fins obtenir una lectura estable 
a 340 nm. .Aleshores s'afegiren 10 juL d’alcohol deshidrogenasa i s’enregistrá 1'increment 
d'absorbáncia per minut, deguda a l’augment d’NAD(P)H, fins arribar a una fase 
d'estabilització. Una vegada obtinguda una corba de calibració, es repetiren els assaigs 
canviant l'alcohol desliidrogenasa per 1-10 pL deis extrets. La concentració de proteína 
a la mostra s'ajustá entre 5 i 20 pg mL'1 depenent de l'extret. Els valors de les activitats 
representaven la mitjana aritmética d’almenys tres determinacions amb el mateix extret. 
Les unitats d'activitat específica s'expressaren com a mmol (mg proteína • min)'1.
Acetaldehid deshidrogenasa (ALDH)
L'activitat acetaldehid deshidrogenasa E.C. 1.2.1.10 (figura 1.1) es va determinar 
d'acord amb Andrews (1964) amb algunes modificacions. El métode es basa en la 
reducció del cofactor NAD* (o NADP+) a 340 nm+), en presencia d'acetaldehid qué 
actúa com a substrat. La reacció catalitzada és la següent:
Acetaldehid + CoA + NAD(P)+ Acetil-CoA + NAD(P)H
El procediment d'assaig, les quantitats de proteína utilitzades i les unitats d'activitat 
utilitzades foren similars a les descrites per a la determinació de l'ADH pero amb els 
següents reactius:
- Tampó fosfat 0.2 M amb 2-mercaptoetanol 10 mM pH 7.4
- Acetaldehid 50 mM
- Coenzim-A 50 mM
- Solució estándard d'NAD ^  (o NADP+) 5 mM
- H20  Milli-Q (Millipore)
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En un volum de reacció total de 3.0 mL s’afegiren 1.2 mL de tampó 
fosfat-mercaptoetanol, 1.2 mL d'EkO, 300 pL d’acetaldehid, 100 pL de CoA i 100 pL 
de solució estándard d’NAD+ (o NADP+). Quan s'obtenia una lectura estable s’afegien 
100 pL de l'extret a assajar i s'enregistrava l’increment d'absorbáncia per minut fins qué 
s’aturava la reacció. La quantificació de fNADH (o NADPH) produít es realitzá per 
comparado amb patrons extems.
Fosfat acetil transferasa (PAT)
L’activitat fosfat acetil transferasa E.C. 2.3.1.8 es va determinar d’acord amb el 
métode descrit per Kelly i Patchett (1996). L’assaig es fonamenta en la mesura de la 
descomposició de l’acetil fosfat en presencia de coenzim A i arsenat. La conversió 
enzimática de l'acetil-P a acetil-CoA és el primer pas en via de formació d’etanol i 
permet a la cél lula la regeneració de dues molécules de NAD(P)H (figura 1.1).
Acetil-P + CoA Acetil-CoA + P¡
Un volum de reacció total de 0.4 mL contenint 5 pmol de tampó Tris-HCl pH=8.0, 3 
pmol d'acetil-P, 0.008 pmol de CoA i 100 pL de l’extret a assajar fou incubat 5 min a 
30 °C. Aleshores s'afegien 25 pinol d’arsenat potássic pH=8.0 i es deixava incubar 10 
min més. En aquest moment, l'acetil-P residual es determinava de la següent manera: 
s’afegia 1 mL d’hidroxilamina (28 % v/v en H20 )  neutralitzada amb NaOH (14% v/v en 
H20 ) i es deixava incubar 10 min a temperatura ambient. Aleshores es mesclava aquesta 
solució amb 1.5 mL d'una solució acídica de FeCl3 (volums iguals de FeCl3 5 % v/v en 
HC1 0.1M ,T C A 12%  v/v en H20  i HC1 3 M). Una vegada mesclat, es centrifugava a 
11500 x g  1 min per eliminar el sediment i es mesurava l'absorbáncia a 540 nm. Com a 
solució estándard s'utilitzaven concentracions patró d'ácid acetohidroxámic i 
acetil-CoA.
Les quantitats de proteína utilitzades i les unitats d'activitat utilitzades foren similars 
a les utilitzades per a la determinació de l'alcohol deshidrogenasa. Les unitats d'activitat 
específica s'expressaren com a pmol d'acetil-P (mg proteinamin)'1.
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1.2.4 Determinació de Ies activitats NADH INADPH oxidasa
Un sistema de regeneració de cofactors altematiu, habitualment present ais bacteris 
láctics i actiu en presencia d'oxigen, el constitueixen les NAD(P)H oxidases (veure 
introducció). Les activitats NADH i NADPH-oxidasa es van determinar d'acord amb el 
métode descrit per Sakamoto et al. (1996) amb algunes modificacions. L’assaig es 
fonamenta en l'oxidació del cofactor NAD+ (o NADP+) que és detectada per un 
decreixement de l’absorbáncia a 340 nm.
La reacció s’iniciava afegint 2.9 mL de la següent solució en una cubeta 
d’espectrofotómetre de 3.0 mL: tampó fosfat-potássic 50 mM, EDTA 1 mM i NADH (o 
NADPH) 0.1 mM. Ais assaigs amb flavin adenin dinucleótid (FAD), aquest es va afegir 
a una concentració final de 8 jllM. Es deixá equilibrar fins obtenir una línia basal estable 
i aleshores s'afegiren 100 pL de l’extret acel-lular i s’enregistrá el decreixement 
d’absorbáncia fins qué s’aturá la reacció. La quantificació de l’NADH (o NADPH) reduit 
es realitzava en base a patrons extems.
Les quantitats de proteína utilitzades i les unitats d’activitat utilitzades foren les 
descrites per a la determinació de l'alcohol deshidrogenasa. Les unitats d’activitat 
específica s’expressaren com a pinol de cofactor (mg proteina min)'1.
1.2.5 Quantificació de cofactors
La quantificació deis cofactors, tant en les seves formes oxidades com en les 
reduides, ens permet determinar els valors de la relació forma oxidada/forma reduida i 
veure la seva influencia sobre el catabolisme deis carbohidrats (veure introducció).
Quantificació d’NAD+
La quantificació de l'NAD+ es va realitzar d'acord amb el métode descrit per 
Klingenberg (1985) amb algunes modificacions. El métode es basa en la reducció de 
l'NAD+ per l'enzim alcohol deshidrogenasa de llevat E.C. 1.1.1.1.
Etanol + NAD+ ^  Acetaldehid + NADH + H* I
La producció d'NADH es detectá per fluorimetria en un luminómetre Perkin-Elmer 
Model LS-50 amb una longitud d'ona d'excilació a 340 nm i una d'emissió a 460 nm. 
Per afavorir la formació d’NADII, la reacció es dcsenvolupá en un tampó básic amb
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hidrazina a la seva composició. Els reactius necessaris per realitzar l'assaig 
s'especifiquen a continuado.
- Tampó Tris base 0.1 M hidrat dliidrazina 0.4 M pH 8.5
- Etanol 95% (v/v)
- Alcohol deshidrogenasa de llevat E.C. 1.1.1.1, solució de 3 mg mL'1
- Solució estándard d'NAD* (0.1 mM)
L'assaig com erá mesclant en la cubeta de fluorimetria 1.5 mL de Tris-hidrat 
dliidrazina i 7.5 pL d'etanol. Es deixá 5-10 min fins qué s'equilibrá la temperatura i 
aleshores s'afegiren 3.5 pL d'alcohol deshidrogenasa. Sliomogeneltzá i es deixá 
equilibrar 5-10 min més fins qué doná una lectura estable. Aleshores, s'afegiren 7.5 pL 
de la solució estandard d'NAD+ o de Textret a assajar. La reacció es desenvolupá 
rápidament, 1-2 min, donant-se un increment en la fluorescéncia. L'assaig s'aturá quan 
es detectá una emissió de fluorescéncia constant. L'evolució del procés fou enregistrada 
de forma constant i gravada en ordinador.
La quantifícació es realitzá per interpolado amb patrons extems (solució estándard 
d'NAD4) a diferents concentracions. La concentració d'NAD+ en la solució estándard es 
va determinar segons es descriu a l'apartat de preparació de solucions estándard de 
cofactors (pp. 78). La concentració de protema a la mostra s'ajustá entre 5 i 20 pg mL’1 
depenent de l'extret. Els valors de les activitats representaven la mitjana aritmética 
d'almenys tres determinacions amb el mateix extret.
Quantifícació d'NADP+
La quantifícació de l'NADP+ es va realitzar d'acord amb el métode descrit per 
Klingenberg (1985) amb algunes modificadons. El métode es basa en la reducció de 
l'NADP+ per l’enzim glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa E.C. 1.1.1.49.
D-glucosa-6-fosfat + NADP* ^  6-fosfogluconat + NADPH + H*
La producció d'NADPH fou detectada per fluorimetria de la manera abans esmentada 
per a l'NADIi amb el següents reactius:
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Tampó TME (Trietanolamina-HCl 0.05 M MgCl2 10 mMÍ EX>TA 5 mM pH 7.4) 
Glucosa-6-fosfat 0.1 M
Glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa E.C. 1.1.1.49, solució des 0).2 mg mL'1 
Solució estándard d’NADP* (50 pM)
L’assaig i la quantifícació es realitzá de la manera descritta per a l'NAD+.
Quantifícació d’NAD(P)H
La quantifícació d'NAD(P)H es va realitzar d’acordl íamb el métode descrit per 
Klingenberg (1985) amb algunes modifícacions. La lacttatt deshidrogenasa catalitza la 
conversió del piruvat a L(+)-lactat en presencia d’NADH ssegons la següent equació:
Piruvat + NADH + ^  L(+)-lactat: + NAD+
En presencia d'un excés de piruvat, l'NADH es quamtiitativament oxidat a NAD+. 
L'NADH pot ser substituí! per l’NADPH pero la velocittat de reacció és cent vegades 
inferior.
La glutamat deshidrogenasa catalitza la reducció de H’oot-cetoglutarat a glutamat en 
presencia de ions d’amoni i nicotin adenin dinucleótids, sejgons l’equació:
a-cetoglutarat + N H / + NAD(P)H ^  L-glutamaat -+ NAD(P)+ + H2Q
En presencia d'un excés d’a-cetoglutarat i d'iconis amoni, l'NAD(P)H es 
quantitativament oxidat a NAD(P)+. Com esta reacció es dcesenvolupa després de la de 
l'LDH, es pressumeix que tot l'NADH s'ha consumit i lot l'iincrement de fluorimetria és 
degut a l’NADPH.
La disminució de fluorescencia deguda al consum de? T'NADH o de l'NADPH fou 
detectada de la mateixa manera a la descrita abans per lía (quantifícació de l'NAD+. El 
reactius utilitzats per l'assaig es descriuen a continuació:
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- Tampó TEA (tríetanolamina-HCl 0.1M pH 7.4)
- Solució estándard de piruvat 0.3 M 1
- Solució estándard d’oc-cetoglutarat 0.3 M 1
- Sulfat amónic 3.0 M
- Solució estándard d'NADH (0.1 mM) en tampó TEA pH 8.2
- Solució estándard d’NADPH (0.1 mM) en tampó TEA pH 8.2
- Lactat-deshidrogenasa E.C. 1.1.1.27, solució de 0.2 mg mL’1
- Glutamat-deshidrogenasa E.C. 1.4.1.3, solució de 4.0 mg mL’1
1 Les solucions estándard de piruvat i l’a-cetoglutarat es neutralitzaven a pH 6.0 amb 
NaHCC>3 1 M i es conservaven congelades a -20°C. Al moment de realitzar l’assaig es 
preparava una solució de substrats mesclant 0.1 mL de les solucions de piruvat, 
a-cetoglutarat i sulfat amónic pesat en frese.
L'assaig com erá mesclant en la cubeta 1.5 mL de tampó TEA pH 7.4 i 7.5 pL de la 
solució de substrats. Quan la línia base s'estabilitzá, s’afegiren 7.5 pl d'NADH qué 
actuaven com a estándard extern. Es produia un increment de fluorescéncia qué després 
de 5-10 min s’estabilitzava. Aleshores s’afegien 3.5 pl de lactat deshidrogenasa. 
S’homogeneitzava i es deixava incubar fins qué el valor de la fluorescéncia tomava a 
estabilitzar-se. El decreixement en la fluorescéncia després de l’addició de l’enzim era 
proporcional a la quantitat d’NADH afegida com a estándard extern. El mateix 
procediment es repetía canviant l'NADH per l’NADPH i la lactat deshidrogenasa per la 
glutamat deshidrogenasa. Quan es tomá a obtenir una lectura de fluorescéncia estable, 
s’aturá l’assaig. Una vegada assajats els estándards, es repetía el mateix procediment per 
ais extrets, ajustant préviament la quantitat total de proteina d’aquests a valors entre 5 i 
20 pg mL’1. Tot el procés fou enregistrat i les dades foren gravades en ordinador per al 
scu estudi posterior.
La quantifícació es realitzá per intcrpolació amb patrons extems (solucions estándard 
d'NADH i NADPH) a diferents conccntracions. Les concentracións d'NADH i NADPH 
en la solució estándard es van determinar segons es descriu a l’apartat de preparació de 
solucions estándard de cofactors. l otes les quantiiicacioas es van realitzar per triplicat.
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Solucions estandard de cofactors
L'estandardització de les concentracions de cofactors a les solucions patró es van 
realitzar amb un espectrofotómetre Beckman Model DU-7 d'acord amb el métode 
descrit per Klingenberg (1985) amb algunes modificacions.
NAD+
Es prepara una mésela de reacció amb tampó Tris-hidrat d'hidrazina 3.0 mL, etanol 
100 pL, NAD+ 3-10 pL i es deixá equilibrar 2-3 min fins obtenir un valor d'absorbáncia 
estable a 340 nm. Aleshores, es va afegir ADH 10 pL i es deixá reaccionar 10-20 min 
fms que s'aturá l'increment de fabsorbáncia. El mateix assaig es realitzá canviant 
l'NAD+ per H20 . L'increment d'absorbáncia per pL de solució estándard d’NAD+ es 
prenia com a referencia per a la nonnalització de la quantitat de cofactor. Aquesta 
estandardiza ció es realitzá per triplicat cada vegada qué es necessitá utilitzar el cofactor 
en la realització deis assaigs abans descrits.
NADP+
L’estandardització de la solució d*NADP+ es realitzá de manera similar a la de l'NAD+ 
utilitzant tampó TME 3.0 mL, G-6-P 20 pL G-6-P-deshidrogenasa 10 pLi NADP+ 3-10 pL.
NAD(P)H
La concentració deis estándards d'NADH i NADPH es va normalizar de manera 
similar a la de l'NAD+ pero enregistrant el decreixement de l'absorbáncia a 340 nm. Els 
reactius utilitzats foren: tampó TEA 3.0 mL, solució substrat a-cetoglutarat-piruvat- 
N H / 50 pL i NADH (o NADPH) 3-10 pL. Per a la normalizado de l'NADH utilitzá la 
lactat-deshidrogenasa 10 pL i per a l'NADPH la glutamat-deshidrogenasa 10 pL.
1.3 ANÁLISI QUÍMICA I ESTEQUIOMÉTRICA
La quantifícació deis productes i substrats de fermentado es va realitzar per HPLC 
(annex 2). Les dades resultants es van rectificar tenint en compte els volums 
d'evaporació i mostreig. Per a la realització d'estequiometries es van teñir en compte els 
productes quantificats i es va assumir la producció d'un mol de C 02 a partir de cada mol 
d'hexosa consumida a la via heteroláctica. El glicerol i el mannitol només es van 
incloure ais cálculs eslequiométrics quan es va detectar la seva preséncia per HPLC.
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2 RESULTATS I DISCUSSIÓ
Com ja comentávem al capítol 2, la optimització de les condicions de cultiu 
d'Oenococcus oeni, és un deis objectius d'aquesta tesi. Al presen! capítol pretenem 
fer una análisi més detallada d'aquestes condicions, centrant-nos en el metabolisme 
deis carbohidrats i en les condicions físico-químíques en que es produeix. El 
creixement á'Oenococcus oeni está acoblat a l'existéncia de carbohidrats, glucosa i 
fructosa principalment, al medi de cultiu a partir deis quals es desenvolupa, 
utilitzant-los per obtenir energía en una fosforilació a nivell de substrat (veure 
introducció). Els productes fináis del catabolisme deis carbohidrats són 
principalment l’ácid láctic, l'ácid acétic, l’etanol i el CO2 pero no sempre s'obtenen en 
les mateixes proporcions fináis. El percentatge de producció d'aquests compostos 
está relacionat amb els requeriments de poder reductor dins la cél-lula. Aquests 
requeriments poden cobrir-se bé mitjansant la metabolització de l’hexosa per la ruta 
heteroláctica, bé en rutes catabóliques altematives (figura 1.1) o bé aprofitant les 
condicions oxido-reductores del seu medi ambient (aeróbic o anaeróbic). I és que la 
regeneració deis cofactors NADH i NADPH resulta clau al metabolisme de 
carbohidrats en O. oeni. El creixement i el manteniment del metabolisme bacteria 
depenen de les reaccions d'oxido-reducció de cofactors tant per a la biosíntesi de 
metabólits intermedis com per a la generació d'equivalents de reducció. Així, la 
presencia d’un tipus d’hexosa (glucosa o fructosa) i les condicions d'airejat (aerobiosi 
o anaerobiosi) permetran al microorganisme desenvolupar-se d'una manera més o 
menys satisfactoria.
Aleshores, en una primera fase del estudi, ens interessava estudiar quins eren els 
efectes que tenien aquests dos factors: tipus de carbohidrat i atmosfera de 
creixement, sobre el desenvolupament d'O. oeni M42. Per realitzar les comparacions 
oportunes, vam utilitzar un multi-biorreactor Biostat-Q (annex 4), que ens permetia 
efectuar quatre fermentacions simultánies partint d'un mateix cultiu, en condicions 
fisiológiques idéntiques. Així vam assajar el creixement d'O. oeni M42 en MBC amb 
glucosa o amb fructosa, en aerobiosi o en anaerobiosi per esbrinar quina condició 
resultava més adient per obtenir elevades quantitats de biornassa en el menor temps 
possible.
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2.1 EFECTE DEL CREIXEMENT ANAEROBI SOBRE EL METABOLISME DE 
LA GLUCOSA
Al primer deis tañes de fermentació es va inocular O. oeni M42 en medi MBC amb 
glucosa sota un flux continu de nitrogen estéril. Aquest flux ens permetia assegurar una 
atmosfera anaerobia on la pressió parcial d'oxigen es trobava sempre per sota un 5%. En 
aquest assaig efectuat amb la práctica abséncia d'oxigen, la glucosa present al medi de 
cultiu fou completament metabolitzada a través de la ruta heteroláctica de degradado de les 
hexoses (figura 1.1) i es va possibilitar una elevada producció de biomassa (figura 3.1).
La quantifícació deis metabólits resultants per HPLC mostrá com aquesta elevada 
productivitat es trobava íntimament relacionada amb una important activitat de la via de 
formació de l’etanol (VFE) qué, sota aqüestes condicions anaeróbies, proporcionava la 
ruta regenerativa de NAD(P)H més important associada a la fermentació de 
carbohidrats a O. oeni (taula3.1). Aquesta activitat implica la reoxidació de dues 
molécules d’N A D ^H  i conseqüentment satisfá els requeriments de poder reductor 
existents a l'interior cel lular generats peí consum d'NAD(P)+ efectuat per la glucosa-6-P 
deshidrogenasa i per la gluconaí-6-P deshidrogenasa (figura 1.1).
10.00
—• — Glc [anaerobiosi] 
— Gl c [aerobiosi]
Fru [anaerobiosi] 
Fru [aerobiosi]
1.00
0.10
0.01
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tem ps de ferm entació (dies)
Figura 3.1. Creixement d'O. oeni M42 en MBC amb glucosa o fructosa (55 mM) sota 
diferents condicions d'airejat (flux d'aire o de nitrogen). T=28 °C; pHo=4.8; 
agitació=200 rpm.
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L'análisi deis resultáis estequiométrics (taula 3.1) mostra l'existéncia d’un 
metabolisme balancejat on 55 mM glucosa foren dedicats al creixement del bacteri i a la 
producció d'energia. Com a producte de la metabolització del carbohidrat es produi'ren 
quantitats equimoleculars d'ácid láctic i etanol així com importants nivells d'ácid acétic. 
Aquesta producció d'ácid acétic a partir de la glucosa en condicions anaeróbies, en 
principi no esperada, va suposar la generació d'energia (ATP) que permetia a O. oeni M42 
un creixement tan satisfactori. Resultats similars ais trobats per nosaltres van ser 
descrits per Murphy i Condon (1984) amb Lactobacillus plantarían en les mateixes 
condicions de creixement. Una observado en detall de l'estequiometria mostra una pérdua 
de carboni que nosaltres atribuim a la incorporado de la glucosa a la biomassa cel lular 
així com a la producció de compostos no identificáis, a banda del ja sabut C02 (taula 3.1). 
Veiga-da-Cunha et a l (1992; 1993) van trobar un altre producte d'importáncia 
quantitativa, l'eritritol, que es produia a partir de la glucosa com a conseqüéncia d'una via 
alternativa de regenerado de cofactors. Les nostres determinacions per HPLC intentant 
trobar aquest poliol van ser insatisfactóries ja que només era detectat en quantitats tra a^, 
per la qual cosa pensem que les dades d’elevada producció mostrades per aquests 
investigadors són especifiques de les condicions i/o soques per ells assajades.
2.2 EFECTE DEL CREIXEMENT AEROBI SOBRE EL METABOLISME DE 
LA GLUCOSA
Quan el creixement d'O. oeni es realitzá en un segon biorreactor amb un flux continu 
d'aire que possibilitava una pressió parcial d'oxigen elevada (condicions aeróbies), el 
creixement amb glucosa fou for^a dolent, degut a una escassa utilització d'aquest 
carbohidrat (figura 3.1). Sota aqüestes condicioas, menys del 10% de la glucosa inicialment 
disponible fou metabolitzada i les petites quantitats d'acetil-CoA disponibles es van destinar 
de manera majoritária a la producció d'ATP via l'acetat quinasa. També es van detectar 
baixos nivells d'etanol i glicerol (taula 3.1).
L’abséncia d'un sistema actiu per a la regenerado del NAD(P)H fa que sota aqüestes 
condicions, la producció de NAD(P)+ no siga suficient per suportar un creixement 
acceptable i com a conseqüéncia s’ature el metabolisme cel lular.
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A IR E JA T SU B STR A T PR O D U C TES
.A n aerob iosi
mM
E stequiornetria
G lu co sa  —> 
C o n su m id a
55.00
1.00
Láctic
44.42
0.81
A cétic
21.67
0.39
G licerol
0.20
0.00
Etanol
45.80
0.S3
Via hetero láctica
A e ro b io s i
mM
E steqm om etna
G lu co sa  -»  
C o n su m id a
4:27
1.00
Láctic
5.27
1.23
A cétic
3.56
0.83
G hcerol
0.29
0.07
Etanol
1.09
0.26
Via heteroláctica
M annitol
D eshidrogenasa
Via hetero láctica
M annitol
deshidrogenasa
Via hetero láctica
Taula 3.1. Quantifícació de substrats i productes en el metabolisme de carbohidrats á'O. 
oeni M42. Creixement en MBC amb glucosa o fructosa (55 mM) sota diferents 
condicions d'airejat (flux d'aire o de nitrogen). T=28 °C; pH0=4.8; agitació=200 rpm.
Per comprovar la funcionalitat de les NADP(H) oxidases en aquesta soca, es van 
realitzar assaigs d'activitat enzimática utilitzant com a substrat cofactor NADH (o 
NADPH) en presencia i en absencia de FAD (taula 3.2). Donat que les activitats 
NAD(P)H oxidases son induídes per la presencia d '0 2 en altres bacteris láctics, no ens 
va eslranyar l'abséncia d'activitat en extrets anaerobis. Fls nivells detectáis en aerobiosi 
foren molt baixos (amb millors resultats en presencia de FAD) respecte ais trobats amb 
altres soques (Sakamoto i Komagala, 1996). De qualsevol manera eis nivells detectats 
amb la soca O. oeni M42 es mostraven insufícients per reoxidar tot l'NAIXP)!! produít a 
les primeros etapes de la via heteroláctica. La presencia d'aquestes NAD(P)I I-oxidases
A n a er o b io s i
m M
Estequiornetria
F ru cto sa
c o n su m id a
55.00
1.00
->  M annitol
36.88
0.67
Altres
18.12
0.33
F ru cto sa Láctic Acétic G licerol Etanol
c o n su m id a
mM 18.12 — > 20.15 31.09 0.00 0.44
E stequiornetria 1.00 1.11 1.72 0.00 0.02
A ero b io si
m M
E stequiornetria
F ru cto sa  
c o n su m id a
38.43
1.00
-»  M annitol
20.41
0.53
Altres
18.02
0.47
F ru cto sa Láctic Acétic G licerol Etanol
c o n su m id a
m M 18 .02 12.68 24.41 0.29 0.85
Estequiornetria 1.00 0.70 1.35 0.02 0.05
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és la que possibilita la reducció deis cofactors en altres soques de bacteris láctics i 
permet creixements óptims en presencia d'oxigen (Lucey i Condon, 1986; Sakamoto i 
Komagata, 1996). L'abséncia d'un sistema actiu de NAD(P)H-oxidases no és un fet 
extraordinari ais bacteris láctics i ha estat també descrita a altres soques per diferents 
autors (Condon, 1987; Nuraida et al., 1992; Warriner i Morris, 1995).
pinol de cofactor (mg proteina-min)1 
Act. NADH-oxidasa Act. NADPH-oxidasa 
Atmosfera - FAD + FAD - FAD + FAD
Anaerobiosi nd nd nd nd
Aerobiosi nd 0.318 0.614 0.823
nd: no detectat
Taula 3.2. Activitat específica de les NAD(P)H-oxidases amb i sense FAD. Extrets obtinguts 
a partir d'O. oeni M42 crescut en medi MBC amb glucosa sota diferents atmosferes (aerobiosi 
per flux d'aire o anaerobiosi peí' flux de nitrogen). T=28 °C; pH0=:4.8; agitació=200 rpm.
Si les NADP(H) oxidases d'O. oeni M42 no estaven funcionant satisfactóriament, tota la 
responsabilitat de regencració de IrNAD(P)H requeia sobre els enzims de la VFE (fíg. 1.1). 
Haurien de ser l'ADH i l'ALDH les encarregades de reoxidar les dues molécules 
d'NAD(P)H generades peí' les deshidrogenases a les etapes iniciáis de la via heteroláctica.
Si la VFE era funcional en condicions anaeróbies pero no funcionava en aerobiosi, el 
següent punt que ens interessa esbrinar era saber si aquest sistema s'inhibia per l'oxigen o bé 
no era sintetitzat en la seva preséncia. Per aclarir aquest aspecte, es va realitzar el següent 
experiment. Es va créixer O. oeni M42 en 1 L de medi MBC (annex 1) amb glucosa com a 
única font de carboni fins arribar a una A6oonm“ 0-3 en una atmosfera saturada de Nb. 
Aleshores, es van transferir asépticament 200 mL del cultiu a un altre fermentador i es van 
cultivar amb un flux constant d'aire (condicions aeróbies). El creixement al fermentador 
amb N2 va continuar de manera normal fins arribar a A^ oomrC El mentre que a l'airejat (amb 
una elevada pressió parcial d'oxigen) es va aturar d'immedial el creixement cel lular. Es van 
obtenir extrets acel lulars a partir de les mostres obtingudes abans i després de la 
transferencia de les cél lules a les condicions aeróbies. Es van realitzar assaigs deis enzims 
que intervenen a la VFE i es va comprovar la pérdua de l'activitat regeneradora de les 
cél lules crescudes en anaerobiosi quan entraven en contacte amb l'oxigen. L'activitat de les 
alcohol deshidrogenases NAJ) -depenent i NADP -depenent es redui'a notablement a les
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cél lules crescudes al fermentador en condicions aeróbies mentre que en anaerobiosi, 
l'activitat enzimática continuava (taula 3.3) i permetia l'obtenció d'alts nivells de biomassa. 
Els nivells d'activitat detectáis ais extrets crescuts en presencia de nitrogen a la fase 
estacionada eren menors que els enregistrats amb les cél lules en fase logarítmica de 
creixement .Així dones, sembla confirmar-se que és la preséncia de l'oxigen al medi la que 
produeix la inhibido de la VFE i impedeix el desenvolupament d'O. oeni M42.
Leonardo et al. (1996) van mostrar com en Escherichia coli, els enzims involucráis a la 
VFE s'induien en condicions anaeróbies, i només estaven presents en nivells basals durant el 
creixement aerobi. Nosaltres hem vist en O. oeni M42 que els enzims de la VFE, la ruta clau 
en el reciclatge de l'NAD(P)IL perden l'activitat en aerobiosi i el consum d'aquests cofactors 
s'atura, s'acumula NAD(P)H a 1'interior cel lular i es paralitza el desenvolupament bacteria.
Els mateixos resultats es van obtenir en assajar els altres enzims implicats a la VFE, 
fosfat acetil transferasa i aldehid desliidrogenasa (taula 3.3). Tanmateix, la baixa velocitat de 
reacció d'aquests dos enzims fa que siga l'ADH el principal mecanisme de reoxidació de 
cofactors. De fet, els intents de quantificar la PAT donaren resultats insatisfactoris amb tots 
els extrets assajats degut a la seva baixa concentració.
umol (mg proteina-min)1
N 2 (fase logarítmica) N2 (fase estacionaria) Airejat (aerobiosi)
ADH' (NAD+) 718 21 nd
ADH1 (NADP4) 89 2 nd
ALDH2 (NAD+) 0.338 0.163 nd
ALDH2 (NADP+) 0.023 0.042 nd
PAT3 (NADÓ nd nd nd
PAT3 (NADPÓ nd nd nd
nd: no detectat
1 ADH: alcohol deshidrogenasa 
¿ ALDH: aldehid deshidrogenasa 
5 PAT: fosfat acetil transferasa
Taula 3.3. Activitat específica deis enzims de la VFE. Extrets obtinguls a partir d'O. 
oeni M42 crescut en MBC amb glucosa sota diferents atmosferes (aerobiosi per flux 
d'aire o anaerobiosi per ílux de nitrogen). T 28 °C; p ll0 4.8; agitació 200-250 rpm.
Com queda descrit fins ara, l'estat d'oxido-reducció deis cofactors te una importancia 
cabdal al metabolisme de carbohidrats en aquest bacteri. Per aixó, vam exlraure els
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cofactors a partir de cultius d'O. oeni crescuts en glucosa en anaerobiosi i en aerobiosi i 
vam procedir a la seva quantifícació. Com es veu a la taula 3.4, els nivells de NAD+ 
foren essencialment els mateixos ais tres extrets acel lulars assajats, mentre que la 
concentració de NADP+ a l'extret obtingut a partir del cultiu amb nitrogen en fase de 
creixement logarítmic només duplicava els valors en fase estacionaria.
Atmosfera Concentració (mmol-mg proteína'1)
Ratio
NAD+ NADP+ NAD(P)H NAD(P)+/NAD(P)H
Anaerobiosi (N2) fase estacionaria 12.84 6.36 1.35 14.23
Anaerobiosi (N2) fase logarítmica 12.54 12.99 1.44 17.67
Aerobiosi (airejat) 12.88 6.61 5.01 3.89
Taula 3.4. Concentració deis cofactors i ratio NAD(P)+/NAD(P)H. Extrets obtinguts a 
partir d'O. oeni M42 crescut en MBC amb glucosa sota diferents atmosferes (aerobiosi per 
flux d'aire o anaerobiosi per flux de nitrogen). T=28 °C; pHo=4.8; agitació=200-250 rpm.
Tanmateix, quan vam quantificar el total de cofactors reduíts (NADH + NADPH), si 
que es van observar diferencies significatives entre els diferents extrets (taula 3.4). Ais 
obtinguts a partir deis cultius en aerobiosi, els nivells eren quasi quatre vegades 
superiors ais corresponents a cultius anaerobis. En anaerobiosi, el sistemes de 
reoxidació de cofactors actúen i impedeixen la seva acumulació. En aerobiosi, la 
maquinaria enzimática es troba inhibida i els nivells de NAD(P)H augmenten.
Els resultats exposats a la taula 3.4 mostren com, sota condicions de creixement 
favorables, els ratios NAD(P)+ / NAD(P)H augmenten i més quantitats de NAD(P)+ es 
troben a l'abast del metabolisme bacteria.
Els assaigs efectuáis en tampó TF (annex 1) confirmaren aquests resultats. Així, en 
condicions anaeróbies, la quantitat de glucosa degradada es trobava al voltant d'l g L"1 al 
final de l'assaig mentre que ais tubs en condicions aeróbies la taxa de degradado era deu 
vegades inferior. La realització d'assaigs similars amb cél lules en diferents etapes de 
creixement, (Abs6oo nm entre 0.1 i 1.3), mostraren resultats similars tant en aerobiosi com 
en anaerobiosi. Aqüestes dades recolzen els resultats préviament descrits en medi sintétic
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sobre la importancia de l’airejat sobre el metabolisme de carbohidrats en O. oeni per la 
seva influencia sobre la regenerado de cofactors.
2.3 EFECTE DEL CREIXEMENT AEROBI I ANAEROBI SOBRE EL 
METABOLISME DE LA FRUCTOSA
Les altres dues possibilitats que vam assajar foren el creixement en medi MBC amb 
fructosa, tant en aerobiosi com en anaerobiosi. El desenvolupament d'O. oeni M42 amb 
aquest substrat fou menys sensible que amb glucosa a les condicions aeróbies 
(figura 3.1). Amb fructosa, malgrat que en anaerobiosi s’aconseguien nivells de 
biomassa superiors ais obtinguts en preséncia d’oxigen, les diferencies no eren tan 
evidents com les detectades al cultius amb glucosa. La reducció de la fructosa a 
mannitol proveía el sistema de suficient quantitat d’NAD(P)+ com per a suplir 
parcialment la inhibició de la VFE per l'oxigen. La síntesi d'ATP (acoblada a la 
producció d'ácid acétic) permetia l'obtenció de nivells de biomassa superiors ais 
observáis en un medi amb glucosa sota una atmosfera aerobia (figura 3.1).
En anaerobiosi, s'aconseguia una regeneració addicional d'NADH)!! atribuíble a la 
reducció de la fructosa a mannitol (fins a un 67 %) que permetia obtenir nivells de 
biomassa superiors ais aconseguits en aerobiosi. La resta de la fructosa es metabolitzava 
per la via heteroláctica i donava lloc a nivells de biomassa un 20% inferiors ais detectáis 
en cultius anaerobis amb glucosa. Les excessives quantitats de fructosa desaprofitades 
en la reoxidació d'NAD(P)H via mannitol deshidrogenasa sota anaerobiosi, impedien 
que sota aqüestes condicions els cultius d'(9. oeni M42 pogueren assolir nivells de 
biomassa tan satisfactoris com amb glucosa (figura 3.1).
Com ja esmentávem anteriorment amb els cultius en MBC amb glucosa, l'acumulació de 
cofactors reduíts semblava ser la causa de l'aturada de la metabolització de la glucosa en 
condicions aeróbies (taula 3.4). Per veure si la influéncia d'aquests cofactors reduíts sobre la 
degradado de la fructosa també era present, vam realitzar assaigs amb cél lules d'O. oeni 
M42, preparades com es descriu a l'apartat de materiaLs i métodes, en tampó TF. Sota 
aqüestes condicions experimentáis, en abséncia de medi de cultiu i amb elevades 
concentracions iniciáis de biomassa, les cél lules es troben en condicions de no proliferació, 
dedicant els nutrients al seu abast, en aquest cas carbohidrats cxclusivament, a l'obtenció 
d'energia i poder reductor. Ais assaigs efectuáis amb fructosa, la degradado fou efectiva
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independentment de l’atmosfera utilitzada. Així la via de producció de mannitol 
permetia aconseguir degradacions en aerobiosi que no eren possibles amb la glucosa. 
Tanmateix, el consum de fructosa s’accelerava en anaerobiosi d’igual manera que la 
detectada ais assaigs en medi sintétic. L'addició de cofactors NADH (o NADPH) al 
tampó bloquejava parcialment el metabolisme cel lular i feia que s’aturaren les cél lules i 
que s’obtingueren taxes de degradació semblants a les detectades en aerobiosi (figura 3.2).
&, 54 -
53 -
 Aerobiosi
 Anaerobiosi
AnaerobiosH-NADH  
 A naerohios+N A D PH50 -
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Tem ps d’assaig (min)
Figura 3.2. Degradació de fructosa en tampó TF amb cél lules no proliferants d’O. oeni 
sota diferents atmosferes (aerobia o anaerobia) en preséncia o abséncia de diferents 
cofactors reduíts. T=28 °C; pH0=4.8.
2.4 EFECTE DE L’ADDICIÓ DE SUBSTRATS ACCEPTORS D’ELECTRONS 
SOBRE EL METABOLISME DE LA GLUCOSA
Els resultats obtinguts ais experiments precedents ens van suggerir la realització de 
noves tandes de fermentacions aeróbies en medi MBC amb glucosa, suplementant-lo 
amb diferents agents reductors presents de manera habitual a la composició de medis de 
cultius utilitzats per créixer bacteris láctics. D’aquesta manera podríem veure si aixó 
solucionava els problemes de regeneració de cofactors i amb quin grau d’efectivitat. 
Com sabem, a les primeres etapes de la via heteroláctica es produeixen dues molécules 
d’NAD(P)H (figura 1.1). La reoxidació d’aquests cofactors pot efectuar-se de manera
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satisfactoria a la VFE quan els enzims involucráis es troben actius. Tanmateix, aixó no 
fou possible amb O. oeni M42 perqué els enzims regeneradors dfNAD(P)H (ADH i 
ALDH), s'inhibeixen en preséncia d'oxigen, segons s'exposa en apartats precedents. 
Aleshores, la reoxidació deis cofactors podria efectuar-se afegint un agent reductor el 
qual, o bé poguera eliminar l'efecte inhibidor de l'oxigen sobre aquests enzims, o bé 
permetera a la cél-lula l'abastament de cofactors oxidats d'una manera alternativa.
Utilitzant una aproximació metodológica similar a la abans exposada per veure la 
influéncia de l'airejat sobre diferents tipus de fonts de carboni, vam inocular els quatre 
tañes de reacció d'un multi-fermentador amb O. oeni M42 en MBC sota condicions 
aeróbies amb: 1) 55 mM glucosa; 2) 55 mM glucosa + 20 mM ácid pirúvic; 3) 55 mM 
glucosa + 20 mM fructosa i 4) 55 mM glucosa + 20 mM cisterna.
Al primer deis tañes, on només havia glucosa, el creixement era inexistent degut a la 
nul la degradació del carbohidrat (figura 3.3). Al segon, on a més de glucosa hi havia 
20 mM d'ácid pirúvic, aquest es va transformar totalment en ácid láctic (taula 3.5) 
reoxidant l'NADH present pero, sense afectar el balan£ de l'NADPH. Si les necessitats 
de poder reductor de les cél lules foren únicament per l'NAD+, l'addició de piruvat al 
medi de cultiu hauria solucionat en gran mesura el problema de la seva reoxidació (lío 
et al., 1974; 1983; Nuraida et al., 1992). Aixó suggereix que la reoxidació de l'NADPH 
(figura 1.1) te una especial importáncia i que és necessária per disposar d'un sistema 
redox balancejat. Amb tot, l'addició d'ácid pirúvic va possibilitar un augment tant del 
consum de glucosa com de la biomassa produída, en comparació amb el cultiu control 
(figura 3.3). La generació d'equivalents de reducció a partir de l'ácid pirúvic permetia 
que la glucosa fora dedicada a la producció d'ácid láctic i majoritáriament a la producció 
d'ácid acétic (taula 3.5). Aquesta producció d'ácid acétic anava acoblada a la generació 
d'energia en forma d'ATP via l'acetat quinasa.
La tercera possibiütat que vam intentar fou l'addició de simultánia de glucosa i 
fructosa al medi MBC. La preséncia de fructosa al medi li hauria de permetre regenerar 
els cofactors via mannitol deshidrogenasa, mentre que la glucosa podria metabolilzar-se 
miljan^ant la via heteroláctica (Salou el al., 1994). L'addició deis dos carbohidrats va 
permetre una cornetabolització simultánia que es va traduir en un creixement 
inicialment satisfactori (figura 3.3). Aixó va permetre un notable consum de glucosa i 
un increment en la biomassa produída en comparació amb els cultius addicionats de
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piruvat o amb glucosa sola (taula 3.5). Una vegada s'exhaurien les reserves de fructosa, 
el metabolisme s'aturava i les restes de glucosa no podien ser assimilades.
SU B ST R A T S PR O D U C T E S
G lu c o sa > Sense consum
mM  
Estequiornetria
mM
Estequiom etria
A c id  p ir ú v ic Ac. Láctic
c o n su m it
20.00 20.00
1.00 1.00
G lu co sa
consuiida
3.63
1.00
->  Á c. láctic Ac. acétic G licerol Etanol
3.66
1.01
10.44
2.88
0.22
0.06
1.09
0.30
Á cid  láctic to tal
23.66
LDH
Via
hetero láctica
F  r u c to sa > M annitol A ltres
c o n su m id a M D H
m M 20.13 15.98 4 .1 5
Estequiom etria 1.00 0.79 0.21
G lu c o sa Ác. láctic Ác. A cétic G licerol E tanol
consu iida
7.10 4 .1 5 Via
heteroláctica
mM + 11.25 9.47 9.01 0.68 0.43
Estequiom etria 1.00 0.84 0.80 0 06 0.04
G lu co sa C is te ín a  —» Ac. Láctic A c. acétic G licerol Etanol
ni M 9 .19 10.21 3.01 0 .38 9.55
Estequiom etria 1.00 1.11 0.33 0.04 1.04
Via
heteroláctica
Taula 3.5. Quantifícació de substrats i productes en el metabolisme de carbohidrats d'O. 
oeni M42. Creixement en MBC amb glucosa amb 1) control; 2) ácid pirúvic; 3) fructosa 
i 4) cisterna. T 28 °C; pH0 4.8; agitació- 200 rpm.
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1.00
 G lc
—  Glc + Fru 
 G lc +  Pyr
s  0 .10 -
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Figura 3.3. Creixement d'O. oeni en MBC amb glucosa amb 1) control; 2) ácid pirúvic i 
3) fructosa. T=28 °C; pHo=4.8; agitació=200 rpm.
* L 'addició de cisterna a l ’M B C  l'enterbolia per la qual cosa l'increm ent d 'absorbáncia no  era representatiu  
i no  s'ha d ibuixat en  aquesta  figura.
La quarta aproximació que vam efectuar consistía en l'afegiment de cisterna a 1MBC 
amb glucosa. La cisterna s'inclou habitualment ais medis de cultiu utilitzats per créixer 
bacteris láctics degut a les seves propietats antioxidants. El creixement detectat en la seva 
presencia era notablement superior a l'observat ais assaigs amb la resta d'agents reductors 
(fructosa o piruvat). L'explicació d'aquest fet podia trobar-se bé a la capacitat que aquest 
aminoácid posseeix per atrapar l'oxigen present al medi o la seva propia metabolització. 
Bruinenberg et al. (1997) van mostrar com la cisterna podia ser metabolitzada per un bacteri 
láctic, Lactococcus lactis. La reacció d'a, p-eliminació de l'L-cisteina genera ácid pirúvic 
entre altres components i aquest podria ser eficientment metabolitzat fins a ácid láctic per 
O. oeni proporcionant-li una capacitat addicional per regenerar NADH. L’existéncia de 
rutes de degradació d'aminoácids han estat descrites anteriorment com a un sistema 
d'adaptació a condicions adverses de creixement (Marquis et al., 1987). Aquesta disjuntiva 
ens va suggerir la realització d'una nova tanda de fermentacions inoculant O. oeni M42 en 
MBC amb glucosa amb diferents quantitats de cisterna (entre 0 i 5 g L'1).
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Les quantificacions efectuades per HPLC (annex 2) ens van mostrar com, quan major 
era la quantitat de cisterna afegida al medi, majors eren tant el consum de glucosa com la 
biomassa máxima assolida (taula 3.6). La preséncia de cisterna al medi permetia que 
s'eliminara la inhibido que l'oxigen efectúa sobre els enzims de la VFE i es possibilitava la 
seva actuado (taula 3.6). Aquest efecte favorable de la cisterna fou detectat fins i tot quan 
aquest aminoácid era afegit en quantitats trasa. Amb tot, el consum total de la glucosa 
present ais medis no s'obtenia fms que s'afegien quantitats superiors de cisterna (5 g L*1). 
L'altre possible efecte positiu de la cisterna, atribuíble a la seva metabolització, fou descartat 
a partir deis resultats experimentáis (taula 3.6).
Cisterna [g L 1] G lucosa Á cid láctic Á cid acétic E tanol
0.00 m M 1.00 — » 2.14 0.00 1.30
E stequiom etria 1.00 2.14 0.00 1.30
0.25 m M 21.54 -> 19.77 4.58 19.97
E stequiom etria 1.00 0.92 0.21 0.93
1.25 m M 26.36 -> 23.73 16.73 27.78
Estequiom etria 1.00 0.90 0.63 1.05
2.50 m M 33.71 29.91 18.45 35.16
E stequiom etria 1.00 0.89 0.55 1.04
5.00 m M 52.45 —> 46.48 21.68 56.00
E stequiom etria 1.00 0.89 0.41 1.07
Taula 3.6. Quantifícació de substrats i productes. Creixement aeróbic d'O. oeni en MBC amb 
10 g L’1 de glucosa amb diferents quantitats de cisterna. T=28 °C; pHo=4.8.
Les dades estequiométriques mostren com, un augment en la quantitat de cisterna 
afegida al medi no es tradueix en un increment de la proporció final d'ácid láctic. 
Recordem que la degradació de la cisterna donaria lloc a ácid pirúvic i seria la reducció 
d'aqucst a ácid láctic la que proporcionan a poder reductor a la cél lula. Amb tot, la 
influencia positiva de l'afegiment de la cisterna dóna suport a la seva inclusió ais medis 
de cultiu per afavorir la metabolització de carbohidrats.
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2.5 RECAPITULACIÓ
Una análisi global del metabolisme de les hexoses a O. oeni M42 ens ha permés 
determinar que la glucosa no és un bon substrat peí seu creixement aerobi (figura 3.1). 
L’explicació es troba en els problemes que te aquesta soca per reoxidar rNAD(P)H 
produit a les etapes iniciáis de la fermentació heteroláctica. Aqüestes dificultáis són 
degudes a la baixa activitat de les NAD(P)H oxidases (taula 3.2), a la inhibido deis 
enzims de la VFE (taula 3.3) per l'oxigen i a la no existencia de rutes altematives 
descrites per altres soques d'O. oeni com són la de l'eritritol i la del glicerol (figura 1.1). 
Tanmateix, la baixa activitat d'aquestes rutes altematives no permetria per si a soles el 
creixement cel lular. A altres soques d'O. oeni, l'activitat d’un o més d'aquests sistemes 
de reoxidació de cofactors permet un creixement tan bo o millor que en abséncia 
d'oxigen. Els problemes de metabolització desapareixien quan els cultius en 
MBC-glucosa es realitzaven en una atmosfera anaerobia (saturada de nitrogen). La 
glucosa era completament assimilada i es permetia la producció d'elevades quantitats de 
biomassa (figura 3.1; taula 3.1). Les análisis efectuades confirmaven l'efica9  activitat 
deis enzims implicáis a la VFE amb la conseqüent regeneració de cofactors que 
permetien al bacteri disposar d'un sistema redox balancejat. Quan la glucosa es 
substituía com a font de carboni i energia per la fructosa, es produi'en can vis en la 
metabolització. La fructosa era assimilada per O. oeni M42 tant en aerobiosi com en 
anaerobiosi, encara que els rendiments eren superiors en abséncia d'02 (taula 3.1). La 
possibilitat deis bacteris heteroláctics per produir mannitol a partir de la fmctosa, 
reoxidant NAD(P)H de manera paral-lela, permetia funcionar a la via heteroláctica 
independentment de les condicions de l'atmosfera del cultiu. Tanmateix, en anaerobiosi, 
els rendiments obtinguts no foren tan satisfactoris com amb glucosa en les mateixes 
condicions, ja que parTde la fmctosa enlloc de servir com a font de carboni, s'aprofitava 
per a l'accepció d'electrons (figura 3.1).
Amb la intenció de combinar les aportadons positives (generació d'energia i poder 
reductor) d'ambdós carbohidrats (glucosa i fructosa) es va assajar la seva 
cometabolització. L'addició de fmctosa al medi MBC-glucosa permetia solucionar les 
dificultáis per a la reoxidació de l'NAD(P)H. La fmctosa es dedicava majoritáriament a 
la reoxidació deis cofactors mentre que a partir de la glucosa s’obtenia energia i 
biomassa (taula 3.5). Quan l'MBC-glucosa, la fmctosa era substituida per piruvat, es 
possibilitava la reducció de l'ácid a lactat i la reoxidació acoblada de l'NADH. Aixó es
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traduía en lleugers augments de biomassa en comparació amb el cultiu control amb 
només glucosa (taula 3.5; figura 3.3). Els resultats no eren tan satisfactoris com els 
aconseguits amb la fructosa perqué només es permetia la regeneració de l'NADH 
mentre que l’NADPH no era afectat. L'altra aproximado experimental, consistent en 
l’afegiment de cisterna al medi MBC-glucosa, permetia eliminar la inhibido que 
efectúa va l'oxigen sobre els enzims implicáis a la VFE. Quan s'augmentaven els nivells 
d'addició de l'aminoácid, s'incrementava gradualment el consum de glucosa i s'assolien 
biomasses fináis més elevades (taula 3.6). Tanmateix, la cisterna no es consumía durant 
la metabolització de la glucosa sent la seva contribució únicament atribuible a la 
generació d'una atmosfera reductora al medi.
La clau del funcionament del metabolisme de carbohidrats a O. oeni es centra dones 
en la capacitat deis diferents sistemes cel lulars per regenerar els cofactors reduíts que es 
generen a les etapes iniciáis de la via heteroláctica, més que en la disponibilitat d'ATP. 
Si les NAD(P)H oxidases no són actives i no es disposa de fructosa per a reduir-la a 
mannitol, la tasca de reoxidació recau sobre els enzims de la VFE. Mentre funcionen 
activament, els nivells d'NAD(P)H es troben controlats i permeten funcionar el sistema. 
Quan els enzims s'inhibeixen, la quantitat d'NAD(P)H i el ratio NAD(P)H/NAD(P)+ 
augmenten, el metabolisme s'atura i es deté el creixement á'O. oeni M42.
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REALITZACIÓ DE LA FERMENTACIÓ MALO LÁCTICA

CAPÍTOL 4. MATERIALS I MÉTODES
1 MATERIALS I MÉTODES
1.1 FERMENTACIÓ MALOLACTICA AMB CÉL LULES LLIURES NO 
PROLIFERANTS D 'Oenococcus oeni
1.1.1 Inoculado i seguiment de la fermentació maloláctica en vins
Les soques d'O. oeni es van inocular a 1'1% (v/v) en MLO (annex 1) en botelles 
Pyrex de 250 mL a partir de cultius glicerinats. Una vegada crescudes les soques fins al 
final de la fase exponencial es van centrifugar a 18000 x g, es van rentar dues vegades 
en solució salina i es van resuspendre en 10 mL de vi préviament rectifica! de pH i 
concentració de málic, i esterilitzat per filtrado (annex 1) per obtenir la biomassa inicial 
desfijada. La incubado es va realitzar a 20°C. Periódicament es van realitzar mostreigs 
d’l mL, es va determinar el nivell de cél lules viables per recomptes en plaques d’MLO 
(annex 1) i la quantitat d'ácid málic residual per cromatografía en paper o per HPLC 
(annex 2). El pH final deis vins es va mesurar en acabar els assaigs.
1.1.2 Selecció de parámetres experimentáis
6 7  8  1 »Els nivells iniciáis de biomassa, al voltant de 10, 10 o 10 ufe mL’ , es van triar 
basant-nos en dades prévies existents a la literatura (Lafon-Lafourcade, 1983). L'inócul 
més baix, 106 ufe mL*1, és va triar per ser aquest el nivell mínim necessari per obtenir 
una degradació efectiva de l'ácid málic en condicions de no proliferació ceHular. Els 
nivells superiors es van assajar per determinar la velocitat de degradació d'ácid málic 
sota condicions de no proliferació ceHular (Lafon-Lafourcade, 1983).
Les concentracions iniciáis d'ácid málic foren 3.5 i 7.0 gL ’1, triades per ser dos 
valors presents en diferents vins (Beelman et al., 1980; Davis et al., 1985b; 
Henick-Kling, 1988). Els valors de pH triats per a realitzar els assaigs foren 3.1, pH 
umbracle mínim de desenvolupament de l'FML (Henick-Kling, 1986a) i 3.5, pH al qual 
es sol desenvolupar l'FML de manera normal al vi sense problemes d'inhibició per pH 
baix (Davis et a l, 1986a; Henick-Kling, 1986a; Henick-Kling, 1988).
L'estudi d'aquests parámetres amb les cinc soques en assaig: M41, M42, G6, N I72 i 
T46 (annex 3) d'una manera coordinada, ens va fer plantejar-nos una reixeta de 
possibilitats d'assaig (figura 4.1).
Realitzant un agrupament per soques i nivells d'inoculació enquadrem les 
experiéncies en quatre grans grups:
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- pH 3.1 i 7.0 g L ' 1 d'ácid málic iniciáis - pH 3.5 i 7.0 g L ' 1 d'ácid málic iniciáis
- pH 3.1 i 3.5 g L ' 1 d'ácid málic iniciáis - pH 3.5 i 3.5 g L ' 1 d'ácid málic iniciáis
pHi
-  3 1
N172 M41 M42 G6 T46 
1 1 1 1 1
-  35
i1 1 1 I I
35 - 1 o 
-
Ch 107 IO8
7.0 -
IgócuI
(ufir mL’3)
[Acid malic], 
feL'3)
Figura 4.1. Combinació de parámetres experimentáis utilitzada per assajar l'FML amb 
cél lules no proliferants d'O. oeni.
1.2 FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA AMB CÉL LULES D'Oenococcus oeni EN 
CREIXEMENT CONTINU
1.2.1 Inoculació i seguiment de la fermentació maloláctica
Les soques d'O. oem MA4 i VV5 (annex 3) es van inocular a Yl%  (v/v) en MLO 
(annex 1) a partir de cultius glicerinats. Una vegada crescudes fins al final de la fase 
exponencial (48-72 h) es van inocular a 1'1% en Medi P (annex 1). Quan els cultius van 
arribar a la fase exponencial en aquest medi (48-72 h), es van inocular al 10% (v/v) en 
vi (annex 1). Totes aqüestes inoculacions es van realitzar en tubs de rosca de 12 mL 
amb un volum final de 10 mL. Després de dues setmanes, els cultius es van inocular al 
5% (v/v) en vi dins els biorreactors. Es va seguir periódicament el nombre de cél lules 
viables per plaqueig en medi MLO sólid (annex 1 ) i el desenvolupament de la 
fermentació maloláctica mitjan^ant cromatografía en paper o HPLC (annex 2). Els 
biorreactors es van operar en mode discontinu fins qué les cél lules van degradar 
almenys el 95% de l'ácid málic present al vi. Aleshores es va iniciar el procés en continu 
fent un seguiment de la fermentació i del nombre de viables de la manera abans descrita. 
El sistema es va mantenir el máxim temps possible, fins que es va detectar un eleval
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nivell de cél lules contaminats ais biorreactors i es va haver d'aturar. Tots els 
creixements en vi es van desenvolupar a 20°C.
1.2.2 Biorreactors: instrumentació i operació
Veure l'annex 4.
1.3 FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA AMB CÉLLULES D 'Oenococcus oeni 
IMMOBILITZADES
1.3.1 Materials utilitzats per la immobilització
La immobilització d'O. oeni M42 (annex 3) es va realitzar sobre esponges de 
ceMulosa PRODUCTIV subministrades per BPS Separations, Spennymoor (Regne 
Unit) qué presenta propietats assimilables a les d'una resina de bescanvi iónic (Ming i 
Hovvell, 1994). Aqüestes esponges es van utilitzar tant en la seva forma neutra com 
carregades amb grups básics: DE, N (CH2CH3)2H i DEAE, (CH2)^N (CF^CH ^H . No
es van utilitzar esponges amb grups ácids perqué les taxes d’adsorció de cél lules amb 
aquesta cárrega són molt baixes (O’Reilly i Scott, 1993; Scott et a l , 1995a;
c .  tC fi? j
1.3.2 Procediment d'immobilització: assaigs en flascons Erlen-Meyer
Els cultius d'O. oeni M42 es creixien en MLO (o Medi P) fins al final de la fase 
exponencial. Aleshores, es centrifugaven 100 mL del cultiu a 18000 x g  i les célTules 
eren recuperades i rentades tres vegades amb tampó TF préviament rectificat de pH 
(annex 1). Es van utilitzar diferents valors de pH entre 3.5 i 5.5 per optimitzar el procés 
d'immobilització. Aleshores, les cél lules es resuspenien en 100 mL del mateix tampó en 
un fiasco de 250 mL i s'afegien 2 g d'esponja (pes humit). Per a determinar la possible 
interferéncia del medi de cultiu sobre el procés d’adsorció es van realitzar assaigs 
d'immobilització directament a partir de cél lules crescudes en medi de cultiu sense 
passar-les peí tampó. Els ílascons eren incubáis a 28°C en un agitador orbital amb una 
agitació constant de 100 rpm. Periódicament, durant 5-7 h, es realitzava un mostreig per 
determinar l’absorbáncia a 600 nm de les cél lules en suspensió. Es va realitzar una 
corba de calibrat entre l’absorbáncia a 600 nm i el nombre d'ufc mL*1 mitjan^ant 
plaqueig en MLO sólid per estimar la quantitat de biomassa adsorbida al material 
d'immobilització. Com a Controls, es preparava un ílascó amb 100 mL de la mateixa 
suspensió cel lular sense aíegir-li material d'immobilització i un altre amb el mateix
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volum de tampó sense cél lules i en presencia de 2 g d'esponja. L'absorbáncia 
enregistrada en aquests dos flascons era considerada com a referencia per obtenir el 0 % 
i el 100% d'adsorció. A més, una parí alíquota del volum extret del fiasco amb cél lules 
en suspensió sense material d'immobilització, era utilitzada per realitzar un recompte en 
plaques d'MLO i comprovar el manteniment de la viabilitat cel lular. Aquests 
experiments es van realitzar amb tots els tipus d'esponja esmentats a l'apartat 2.3.1.
1.3.3 Procediment d'imniobilització: assaigs en columna
Els assaigs en columna es realitzaven de manera inicialment similar al descrit per ais 
realitzats en flascons pero, a partir d'l L de medi de cultiu amb cél lules. Una vegada 
centrifugada la suspensió cel lular, el sediment es resuspenia en tampó TF i era introduít 
en un biorreactor de vidre (figura 4.2).
Aquest biorreactor es 
connectava de manera 
estéril amb una columna 
d'immobilització en la qué 
préviament s'havien
compactat 1 0  g d'esponja. 
Aleshores, es connectava el 
sistema a una bomba 
peristáltica (flux de 
35 mL min*1) i es realitzava 
la immobilització durant 
6 - 8  h. Com a control es 
munlava una columna en 
les mateixes condicions 
pero sense material 
d'immobilització.
Figura 4.2. Immobilització cellular en columna: 
esquema del sistema.
Periódicament es realitzava un mostreig tal i com es descriu a l'apartat 1.3.1. Per a 
determinar el flux óptim d'utilització del sistema es van realitzar assaigs de 
desimmobilització. Aquests assaigs consistien en l'enregistrament de l’absorbáncia a
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l'eixida de la columna, canviant les velocitats de flux de la bomba peristáltica fins 
enregistrar un rentat de la columna.
1.3.4 Fermentació maloláctica amb cél lules immobilitzades: assaigs en flascó
Una vegada realitzada la immobilització de les cél lules, s'eliminá el tampó i 
s'afegiren 100 mL de vi o vi sintétic (annex 1). Els flascons s'agitaren en les mateixes 
condicions que les descrites a l’apartat 1.3.2 i periódicament, durant 24-48 hores es 
realitzá un mostreig per determinar el grau de realització de l'FML. Una fracció del 
volum mostrejat era utilitzada per realitzar una quantifícació de viables en plaques 
d'MLO amb l’objectiu de determinar la presencia de cél lules lliures al medi. Totes 
aqüestes operacions es realitzaven de manera estéril.
1.3.5 Fermentació maloláctica amb cél lules immobilitzades: assaigs en columna
Una vegada immobilitzades les cél lules dins la columna, s'eliminá el tampó i es 
rentaren les esponges amb solució tampó fresca per eliminar les cél lules no adsorbides. 
El procés es monitoritzá enregistrant l'absorbáncia a 600 nm fins qué s’eliminaren totes 
les cél lules no adsorbides o adsorbides de manera feble. Aqüestes dades eren utilitzades 
per calcular la taxa d'immobilització. Aleshores, es canviá el biorreactor utilitzat a la 
immobilització per un amb medi MBC-M frese (annex 1), es connectá la bomba 
peristáltica i es deixá recircularitzant el medi 3-4 d. Periódicament es realitzá un 
mostreig a l'eixida de columna per determinar el grau de realització de l'activitat 
maloláctica. Una alíquota fou utilitzada per quantificar el nombre de cél lules viables en 
suspensió qué no foren adsorbides o qué es desprenien durant la fermentació. Com a 
control del procés, s'inoculá un altre biorreactor amb una quantitat total de cél lules en 
suspensió, en condicions de no proliferació cel lular, similar a la calculada per a la 
columna d'immobilització. El mostreig es realitzá en paral-lel al descrit per a la columna 
d’immobilització i es realitzaren les mateixes determinacions analítiques i 
microbiológiques.
1.3.6 Determinació de la degradació d’ácid málic i/o aparició d’ácid láctic
La quantifícació d'ácids orgánics es va realitzar per tres métodes altematius utilitzats 
segons l'exactitud requerida a cada assaig. A les pro ves preliminars es va realitzar una 
valoració semiquantitativa per cromatografía en paper (annex 2) mentre qué ais assaigs 
defínitius es va utilitzar el sistema enzimátic de quantifícació d'ácid láctic Cat-39084 de 
Boehringer Mannheim o un equip d'I IPLC (annex 2).
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2 RESULTATS I DISCUSSIÓ
2.1 FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA AMB CÉLLULES LLIURES NO 
PROLIFERANTS Y)'Oenococcus oeni
2.1.1 pH 3.1 i 7.0 g L'1 d’ácid málic iniciáis
Deis quatre grans grups qué hem descrit a l'apartat materials i métodes, aquest és el 
que a priori presenta unes condicions més adverses per al desenvolupament de l'FML. 
Així, amb cap de les cinc soques assajades no es produeix una degradado total deis 
7.0 g L"1 d'ácid málic iniciáis ni tan sois amb nivells alts d'inócul cel lular (taula 4.1). 
Pero, encara així, es presenten diferéncies entre soques prou destacades.
La soca T46 mostra uns nivells de resisténcia a pH baix (3.1) for9 a dolents, arribant a 
detectar-se quantitats inferiors a 104 ufe mL"1 després d'una setmana d'experimentació 
fins i tot quan els nivells iniciáis es trobaven al voltant de 108 ufe mL"1. Les reduccions 
en les quantitats d’ácid málic són menyspreables excepte quan els nivells d'inócul són 
molt alts, 108 ufe mL"1, i arriben a degradar-se 2.0 gL"1 (taula 4.1). Encara així, aquest 
és el pitjor resultat obtingut amb qualsevol de les soques assajades ja qué suposa 
percentatges de degradado inferiors al 30%, després de dues setmanes de fermentació 
(taula 4.1). Així mateix, l'increment de pH al vi amb aqüestes condicions és poc 
important (inferior a 0.03 unitats) (figura 4.3).
Les soques M41 i M42 mostren nivells de viabilitat similars ais observáis a les 
fermentacions amb T46 excepte ais assaigs amb els inóculs més alts (108 ufe mL"1) on la 
mortalitat no és tan pronunciada (figura 4.4a). Utilitzant aqüestes soques, la degradado 
d'ácid málic comenta a ser efectiva amb nivells cel lulars iniciáis superiors a 
10 ufe mL" . Sota aqüestes condicions es degraden al voltant de 3.0 g L" d'ácid malic i 
es produeixen augments de pH més importants que amb la soca T46 pero sempre 
inferiors a 0.1 unitats (figura 4.3).
O. oeni G6 i NI 72 són les soques que presenten un millor comportament amb les 
condicions de pIT i ácid málic inicialment establertes. Així, mentre a les fermentacions 
amb 106 ufe mL'1 iniciáis la mortalitat és semblant a l'observada utilitzant les tres 
soques abans descrites, quan s'augmenten els nivells fins a 107-108 ufe mL'1, la taxa de 
mortalitat no és tan important i es poden detectar quantitats de cél lules vives superiors a 
104 ufe mL'1 després de quatre setmanes d'experimentació. lis precisament aquest factor, 
el manteniment de cél lules vives al vi, el que possibilita una major degradado d'ácid
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málic (fins a 4.0-5.0 g L'1) depenent de la soca i del nivell d'inócul inicial (taula 4.1). 
Aixó permetria la degradado parcial d'ácid málic en vins de baix pH utilitzant 
biomasses iniciáis en ordres de magnitud entre 107 i 108 ufe mL'1. Aquest procés 
necessita entre una i dues setmanes per a completar-se pero s'acompleix prou 
efectivament de manera parcial durant les primeres 48-72 hores de fermentació en les 
qué es consumeixen 3.0-4.0 g L'1 d'ácid málic. Aquest factor es correlaciona amb 
l'existéncia d'un nombre elevat de cél lules durant aquest període. Quan augmenta la 
mortalitat, l'FML s'atura drásticament (figura 4.4 c; e).
2.1.2 pH 3.1 i 3.5 g L 1 d’ádd málic iniciáis
Amb aquests valors iniciáis, els resultats obtinguts són similars ais exposats al punt 
anterior. Aixó confirma l'enquadrament de les soques en tres grups comportamentals 
formats per G6-N172, M41-M42 i T46. És justament aquesta última la soca que 
presenta un pitjor comportament ais tres inóculs iniciáis assajats. Només amb nivells de 
biomassa inicial de 108 ufe mL 1 és capa<¿ de degradar al voltant d'un 40% de l'ácid 
málic present al vi (taula 4.1). Aquest fet es correlaciona amb un increment de pH d'una 
décima qué en gens afecta a les baixes taxes de supervivéncia detectades (figura 4.4a).
Els resultats obtinguts utilitzant les soques M41 i M42 sota aqüestes condicions són 
una mica millors i, encara qué el nombre de cél lules viables sofreix una forta reducció, 
la quantitat d'ácid málic degradada és superior a la obtinguda utilitzant la soca T46 
(taula 4.1). Les taxes de degradado oscil-len entre els 2.7 g L"1 amb inóculs de l'ordre de 
108 ufe mL'1 fins a 1.5 gL'1 amb 107 ufcmL'1 iniciáis (taula 4.1). Totes aqüestes 
degradacions s'efectuen fonamentalment durant la primera setmana d'assaig com a 
conseqüéncia deis motius anteriorment esmentats i possibiliten augments de pH entre 
0.1 i 0.2 unitats (figura 4.3).
De nou són els resultats aconseguits amb les soques G6 i NI 72 els més positius en 
permetre l’acurtament del temps de degradado total fixant-lo en 2-3 dies. Així, amb 
nivells de 107-108 ufe mL'1 la reducció és quasi total i únicament resten al vi entre 0.1 i
1.5 gL '1 segons soca (figura 4.4 c; e). Amb aqüestes soques fins i tot es detecten 
degradacions d'entre 0.4 i 1.1 gL '1 d'ácid málic amb inóculs baixos (106 ufe mL*1). Cal 
ressaltar aquest aspecte per ser aqüestes les úniques soques assajades que poden 
disminuir el nivell d'ácid málic a pH 3.1 amb aquest nivell de biomassa inicial.
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Taula 4.1. Percentatge de degradado de l'ácid málic sota diferents condicions iniciáis de pH, nivell d’inócul i concentració d’ácid málic.
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O. oeni T46 pH0=3.1, [ácid málic]o=7.0 g L'1 O. oeni T 4 6  p H ,= 3 .1 , [á c id m á lic ]0= 3 .5  g L 1
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c  1E +6 - s
3
1E+5 - r
0 120 240  3 6 0  4 8 0  600
-l60
T em ps (h)
O. oeni T 46  pH 0= 3 .5 , [ác id  m á lic ]o= 7 .0  g  L'1
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O. oeni T 4 6  pH0= 3 .5 , [ác id  m á lic ]0= 3 .5  g  L 1
60
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-------- ufe inLT1 Inócul inicial 106ufc raL1
ufe mL’* Inocul inicial 10? ufe mL’*
-------- ufe mL-1
o 1
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F i^gura 4.4.a. Creixement i degradado d'ácid málic amb la soca O. oeni T46 sota váries 
ctondicions experimentáis (veure figura 4.1).
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O. oeni M 42 pH 0= 3 .1 , [ácid  m á lic ]o= 7 .0  g  L'1 
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Figura 4.4.b. Soca M42. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.
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Figura 4.4.c. Soca N I72. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.
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Figura 4.4.d. Soca M41. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.
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Figura 4.4.e. Soca G6. Veure llegenda i peu a la figura 4.4.a.
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2.1.3 pH 3.5 i 7.0 g L"1 d'ácid málic iniciáis
La realització de les mateixes experiéncies pero amb un pH superior menys lesiu per 
Oenococcus oeni (3.5), ens dóna resultats de degradado més positius. Així, el 
percentatge d’ácid málic consumit utilitzant inóculs cel lulars elevats, 107-108 ufe mL'1 
és important independentment de la soca assajada. De nou es confirma l'agrupament de 
les soques en tres grups diferenciáis per la seva rapidesa de degradado i per la seva 
supervivencia al vi (figura 4.4). És de nou la soca T46 la qué ens ofereix uns pitjors 
resultats de degradado d'ácid málic (taula 4.1), ja qué la seva actuado només és 
destacable amb inóculs alts, 107-108 ufe mL'1, sense arribar pero a consumir més enllá 
de 2.0 o 3.0 g L'1, i és quasi inexistent amb 106 ufe mL'1 iniciáis. L’augment de pH, com 
era d'esperar no sobrepassa les nou centésimes ni tan sois amb inóculs alts (figura 4.3).
La utilització de les soques M41 i M42 amb biomasses de l’ordre de 108 ufe mL*1, en 
les mateixes condicions, permet reduir la quantitat inicial d'ácid málic (7.0 g L'1) fins a 
aproximadament 1.0-1.5 g L'1 en quatre setmanes. La taxa de degradado amb inóculs 
inferiors, 106-107 ufe mL'1, no és tan important consumint-se únicament 2.0-3.0 g L"1 
d'ácid málic en el mateix període de temps (figura 4.4 b; d). Amb tot, aquests nivells de 
degradado són lleugerament superiors ais observats a les experiéncies análogues 
efectuades a pH 3.1 (taula 4.1). Aqüestes degradacions van acompanyades peí 
manteniment de la viabilitat cel lular després d'un mes d'experimentació, situant-se en 
nivells alts al voltant de 105-107 ufe mL"1. Paral lelament, es detecta un notable augment 
del pH a les fermentacions realitzades amb 107-108 ufe mL'1, amb incréments respectáis 
de 0.10 i 0.25 unitats tant a la soca M41 com a la M42 qué han col laborat al 
manteniment de la viabilitat bacteriana (figura 4.3).
Els resultats obtinguts amb les soques G6 i NI 72 foren molt satisfactoris, arribant-se a 
degradar fins al 80-90 % de l'ácid málic inicial en menys d'una setmana (107-108 ufe mL'1) 
i fins a 2.5 g L'1 (106 ufe mL'1) al final deis temps d’experimentació (taula 4.1).
2.1.4 pH 3.5 i 3.5 g L 1 d'ácid málic iniciáis
Amb aqüestes condicions experimentáis, els resultats obtinguts amb nivells 
d'inoculació de l’ordre de 106 ufe mL’1 foren prou acceptables arribant-se a consumir 
entre 0.9 i 1.9 g L ’1 d'ácid málic, excepte a les viniíicacions realitzades amb les soques 
T46 i M42 on les taxes de degradado són quasi inapreciables (taula 4.1). Aquests 
resultáis són explicables peí manteniment de la viabilitat cel lular durant váries 
setmanes a nivells d'enlre KÉ-106 ule mL’1 (figura 4.4). L’evolució del pl I, excepte per a
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les fermentacions realitzades amb la soca M42, el sitúa al voltant de les quatre 
centésimes per damunt del seu valor inicial al vi (figura 4.3) amb les conseqüéncies 
beneficioses descrites a l’apartat 2.1.3. Amb aquests resultats positius obtinguts amb els 
nivells d’inoculació més baixos, no resulta sorprenent una elevada taxa de degradado 
quan s’augmenta la biomassa inicial fins a 107-108 ufe mL'1. Així, amb 108 ufe mL'1 
s’arriba a obtenir degradacions quasi totals deis 3.5 gL '1 iniciáis en menys d'una 
setmana utilitzant qualsevol soca amb l'excepció de T46 (figura 4.4 a). En aquest mateix 
període de temps, el percentatge de degradado amb 107 ufe mL*1 iniciáis es sitúa al 
voltant del 30-60 % de l'ácid málic inicial amb la positiva excepció de G6 que degrada 
un 94 % de l'ácid málic. Com a la resta de les experiéncies anteriors, la soca qué 
presenta pitjors resultats a les vinificacions és la T46, qué amb les condicions més 
favorables de pH i nivell de biomassa inoculada no arriba a degradar més de 1.2 g L*1 
(figura 4.4 a). Els increments de pH sota aqüestes condicions van associats amb la soca 
utilitzada a cada vinificació. Així, els vins inoculáis amb la soca G6 presenten un 
augment de pH de 0.25 unitats mentre qué a les vinificacions realitzades amb la resta de 
soques aquest oscil la entre 0.10 i 0.20 unitats (figura 4.3).
2.1.5 Evolució d'altres metabólits durant la fermentació
Edwai i Beelman (1989) i Chagnaud et al. (1990) descriuen la no transformado 
d'altres metabólits presents al vi com a una conseqüéncia favorable associada a la 
realització de l’FML utilitzant cél lules en condicions de no proliferació cel lular. Per 
aixó, a banda de l'ácid málic hem quantificat altres metabólits presents al vi. Peí qué 
respecta a la resta d'ácids orgánics quantificats presents ais vins cal dir qué generalment 
no hem detectat variacions quantitatives d’importáncia. Així, els nivells d'ácid íumáric, 
ácid cítric i ácid acétic presents al vi sense inocular a unes concentracions de 0.002, 
0.060 i 1.400 g L'1 respectivament no presenten modificacions d'importáncia a la 
conclusió de totes les vinificacions. Aquest fet ens indica, al cas deis dos primers ácids, 
que no els consumeixen sota aqüestes condicions experimentáis. La quasi nul la 
producció d’ácid acétic ofereix avantatges interessants per a la utilització a nivell 
industrial d'aquest procediment. Com era d'esperar, els nivells d'ácid láctic si qué 
augmenten i de manera correlacionada amb el consum de málic. En algunes 
vinificacions es detecta una sobreproducció d’aquest ácid qué nosaltres atribui'm a la 
fermentació láctica produída a partir de les hexoses residuals presents al vi.
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2 . 1 .6  Análisi global de l’apartat
De tots aquests resultats podem concloure qué l'éxit en la realització de l’FML 
utilitzant cél lules lliures no proliferants d'O. oem depén entre altres deis factors 
analitzats en aquests experiments. Així, el primer d’ells i el més important és el pH del 
vi on es vol induir la fermentació; les degradacions a pH=3.5 són sempre més rápides i 
completes qué les efectuades a pH=3.1. La influéncia del pH sobre el creixement i el 
manteniment de la viabilitat cel lular és un fet constatat anteriorment (Bousbouras i 
Kunkee, 1971; Liu i Gallander, 1983; Salou et al., 1991). Tanmateix, amb cél lules no 
proliferants, l'abséncia de creixement bacteria no és el motiu que afecta el 
desenvolupament de l'FML (Clementi, 1982; Clementi i Vinti, 1983; Rossi i Clementi, 
1984). Cal més bé buscar-lo tant en la inhibició que exerceix el baix pH sobre l'actuació 
de l'enzim maloláctic com en la disminució neta de l’entrada d'ácid málic a l'interior 
cel lular per la inactivació del sistema de transport (Henick-Kling, 1988; 1989). Aquesta 
inactivació del transport és la qué impedeix el desenvolupament de l'FML per abséncia 
de substrat i amb aixó la generació d'energia. Com a conseqüéncia, una vegada 
esgotades les reserves internes de la cél lula s'atura el seu metabolisme i la degradació 
d'ácid málic deixa de ser efectiva (Henick-Kling, 19|$).
De gran importáncia resulta també el nivell de biomassa cel lular inicialment 
inoculada. Tal i com era d'esperar, la taxa de degradació de l'ácid málic augmenta quan 
així ho fa la biomassa. Aixó és especialment cert a partir de nivells iniciáis d'O. oeni al 
vi al voltant de 108 ufe m L 1, independentment d'altres condicions experimentáis. Les 
degradacioas de certa importáncia quantitativa amb nivells de biomassa inferiors, de 
l'ordre de 1 0 7 ufe mL’1 només s'aconsegueixen amb la combinado d'altres parámetres 
experimentáis (pH=3.5 i una soca adequada).
Peí qué respecta a les soques, no totes presenten el mateix comportament. Entre les 
cinc assajades per nosaltres, O. oeni T46 és la qué pitjor comportament presenta en 
qualsevol de les vinificacions efectuades (figura 4.4 a). Les soques G6 i NI72 són en 
canvi més apropiades per a ser utilitzades per realitzar l'FML en vins de diferent pH fins 
i tot amb altes concentracions iniciáis d'ácid málic. La inoculació de les soques M41 i 
M42 només és efectiva en vins amb condicions de pH i concentració de málic no massa 
restrictives, quan són inoculades en alta concentració (taula 4.1).
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2.2 FERMENTACIÓ MALOLÁCTICA AMB CÉL LULES D' Oenococcus oeni EN 
CREIXEMENT CONTINU
El disseny de métodes altematius per realitzar l'FML d'una manera rápida i efica9  ens 
va dur a intentar induir-la en un sistema de fermentació en continu. Per fer-ho vam 
utilitzar les soques d'0. oeni MA4 i VV5 (annex 3) qué eren algunes de les qué millors 
resultats de creixement i degradació d'ácid málic ens havien ofert ais assaigs de 
pre-caracterització realitzats (capítol 2 d'aquesta tesi). Una vegada inoculats els cultius 
en vi estéril al biorreactor (annex 1), es va operar el sistema fins qué els cultius van 
realitzar quasi totalment l'FML. Aixó es va produir tres setmanes després de la 
inoculado quedant només 0.18 i 0.27 g L'1 d'ácid málic ais biorreactors inoculats amb 
les soques VV5 i MA4 respectivament, deis 4.17 g L’1 inicialment presents al vi,. En 
aquest moment el nombre de cél lules viables es trobava al voltant de 10 ufe mL'1, en 
ambdues fermentacions i comerá el temps “0” de l'experiment en continu (figura 4.5).
N i v e l l  d e  c o n t a m i n a n t s  >  1 0 4 u f e  m L  1
1E+9
- -  1 . 0  - p1E+8
&
3
-- 0.5 -<1E+7
1E+6 0.0
210 7 14 28
Temp s  (d)
cél lules W 5  ............... cél lules MA 4
ácid málic V V 5  ------------ácid málic M A 4
Figura 4.5. Fermentació maloláctica en continu: nivells d'ácid málic residual al vi i 
concentració de cél lules viables d'O. oeni ais biorreactors.
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,\leshores es va iniciar l’operació en continu deis biorreactors fixant la taxa de dilució 
(D) en 0.0155 h'1. Aixó suposava restabliment d'un flux d'entrada i eixida de 3 mL h’1 i 
el processament d'un volum de vi de 75 mL d*1. La quantitat d'ácid málic al vi d'eixida 
es trobava per sota de 0.3 g L 1 d'ácid málic, representant una reducció del 95% sobre la 
quantitat inicial a l'entrada. Durant l'operació del sistema en continu, el pH del vi, 
inicialment a 3.5, augmentava fins a 3.7 a l'eixida d'ambdues fermentacions (valor 
habitual després d'una fermentació en mode discontinu) (Davis et al., 1985b). Les taxes 
de degradació representen valors 2-4 vegades superiors ais detectats en un procés en 
mode discontinu, on la degradació efectiva de l'ácid málic requereix l'assoliment previ 
d'uns eleváis nivells de biomassa bacteriana. Així, l'establiment d'un sistema de 
fermentació com l'aquí descrit, permet acurtar el temps necessari de realització de 
l'FML i possibilita l'obtenció de vi amb baixes quantitats d'ácid málic de manera 
continuada. Els biorreactors van ser operats de manera satisfactoria durant dues (MA4) i 
tres (W 5) setmanes, moment en qué es va detectar un alt nivell de bacteris Gram - 
contaminants (possiblement bacteris acétics), superior a 104 ufe mL'1. Els experiments 
van continuar durant un total de quatre setmanes per comprovar si l'FML es 
desenvolupava malgrat la presencia de microorganismes contaminants.
□  M A 4
□  V V5100
90-
8 0 -OJ
7 0 -
» . 2
•g á  6 0 -
•o -o 50 -O» O
4 0 -
C3 " O
g 3 0 -
¡o .
_____
o i 2 3 4
O p e ra d o  del b io rre c to r  en con tinu  (s e tm a n e s)
Figura 4.6. Percentatge de degradació d'ácid málic durant l'operació deis biorreactors 
en mode continu amb soques á'O.oeni.
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En eixe moment, la competencia entre la soca d'O. oeni inoculada i el 
microorganisme contaminant produía una reducció en el número de bacteris láctics i 
disminuía el percentatge de degradació de l’ácid málic qué encara així es trobava per 
damunt del 75% respecte a la quantitat inicial (figura 4.6).
A partir d'aquest període el vi resultant no resultava satisfactori a nivell organoléptic, 
donat qué l’augment de la població contaminant exhauria les hexoses residuals al vi 
(glucosa i fructosa) i produía elevades concentracions d'ácid acétic (4.0-4.5 g L’1).
Amb el mateix propósit slian desenvolupat abans diferents tipus de biorreactors 
utilitzant cél lules immobilitzades. Encara qué es van detectar degradacions notables, els 
processos s'havien d'aturar ais 2-7 dies degut a l'estrés químic qué sofríen les cél lules 
d'O. oeni immobilitzades (Cuenat i Villetaz, 1984; Crapisi et al., 1987). Gao i Fleet 
(1995) van operar un biorreactor amb reciclatge de cél lules durant 56 h obtenint també 
percentatges de degradació de málic de l'ordre del 95% respecte de les quantitats 
iniciáis. El motiu d'aturada semblava ser el mateix qué el detectat pels autors abans 
esmentats. Els intents realitzats per Naouri et al. (1990; 1991) amb Lactobacillus sp. 
van sofrir la mateixa sort. El nostre sistema de fermentació evita aquest tipus de 
problema permetent una continua regeneració cel lular dins del biorreactor qué 
asseguren l'alta concentració de biomassa requerida peí desenvolupament de l'FML.
Tanmateix, l'establiment d'un sistema en continu com aquest requereix disposar de 
cultius cel lulars iniciáis en condicions fisiológiques adequades i de quantitats de 
biomassa suficients per iniciar el procés. De la mateixa manera és recomanable realitzar 
un control freqüent del procés per verificar el bon desenvolupament de la fermentació i 
poder-la aturar quania. contaminació del biorreactor impedeixi la realització de l'FML 
en condicions adequades per obtenir un vi acceptable a nivell organoléptic.
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2.3 FERMENTACIÓ M ALOLÁCTICA .AMB CÉL LULES D 'Oenococcus oeni 
IMMOBILITZADES
2.3.1 Taxes d'immobilització i nivells d'adsorció: influencia de diferents aspectes
L'adsorció d'O. oeni M42 a les esponges de ceMulosa sense cárrega química fou de 
l'ordre de 108 ufe (mL-g d'esponja)'1. Aquesta taxa d'adsorció suposava que només un 
2-5% de les cél-lules inicialment presents s'adsorbien ais 2 g d'esponja. Quan s'utilitzaven 
esponges amb grups funcionáis positius, les taxes d'adsorció augmentaven arribant-se a 
adsorbir al voltant de 109 ufe (mL-g d'esponja)1. Aquests increments, d'un ordre de 
magnitud, suposaven la immobilització d'entre el 50 i el 75% de les cél lules presents a la 
suspensió utilitzant respectivament les esponges amb grups funcionáis DEAE i DE 
d'esponja (figura 4.7). El procés d'immobilització d'O. oeni sobre les esponges neutres 
(sense recobriment de grups funcionáis) és un procés únicament físic que es produeix per 
l'ancoratge de les cadenes de cél lules a una malla amb una extensa xaixa de porus de 
25-100 pm de diámetre (Scott i O'Reilly, 1995).
-o
<l>
OÍJ
□  pH 3.5
□  pH 4.5 
S  pH 5.5
sense grups funcionáis DEAE DE
Esponges de cellulosa arrib diferents grups funcionáis
f igura 4.7. faxes fináis d'immobilització de céllules d'O. oeni M42, a partir de 
suspensiones en tapó TE a diferent pH, sobre esponges de ceMulosa amb grups funcionáis 
de diferent cárrega química.
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Les dimensions d'aquesta estructura porosa permeten una penetració completa de les 
cél lules, que troben un microhábitat idoni per al seu desenvolupament on la transferencia 
de nutrients és perfecta. D’aquesta manera únicament poden ser adsorbides les cél lules 
que penetren dins l'esponja. Si enlloc d’aquestes esponges neutres s'utilitzen altres amb 
grups funcionáis básics (DE o DEAE) les taxes d’adsorció augmenten degut a la 
interacció amb les cél lules d’O. oeni que presenten cárrega negativa (figura 4.7). Aixó 
possibilita que inicialment les cél lules formen una monocapa, per a posteriorment servil’ 
com a punt d'ancoratge que permeta l’engantxall de més cél lules. Les diferents taxes 
d’adsorció entre les esponges amb grups funcionáis DE i DEAE es fonamenten en la 
diferent longitud de la cadena que presenten cadascun d'aquests grups. Així, per a 
successius assaigs, triarem les esponges amb grup funcional DE que són les que millors 
taxes d'adsorció ens ofereixen.
L'adsorció no fou un procés de desenvolupament uniforme (figura 4.8). Durant les 
primeres 2-3 h s'adsorbiren al voltant del 75% de les cél lules totals. Aqüestes céHules 
eren les que connectaven directament amb la matriu esponjosa i presentaven una unió més 
estable i efectiva. Després d’aquesta fase inicial d'adsorció, el procés continuava d'una manera més 
lenta i menys efica^ . En aquest període, les cél lules s'enganxaven a aquelles cél lules inicialment 
adsorbides a l'esponja fins arribar a una fase d'estabilització en 6-7 h. El manteniment del procés 
durant 24 h no va suposar cap increment en la cárrega final de les esponges, per la qual 
cosa, en successius assaigs, el temps d’immobilització no excedía d’aquest termini.
En aquests experiments es va comprovar de manera paral-lela la influéncia del pH del medi de 
suspensió sobre la taxa d’adsorció (figura 4.8). A les esponges sense grup funcional afegit, 
la influéncia del pH fou mínima (dins del rang 3.5-5.5) i només es detectá una lleugera 
disminució de la taxa d'immobilització a pH 3.5, en comparado amb els valors superiors 
de pH (figura 4.8a). Scott et al. (1995) van estudiar la influéncia del pH realitzant 
immobilitzacions en aquest tipus d'esponja assajant valors de pH entre 2.5 i 10 amb els 
mateixos resultats. Els assaigs efectuáis utilitzant esponges modificades amb grups 
funcionáis DE o DEAE oferiren resultats similars (figura 4.8b; c). Només s'observaven 
lleugeres millones a pH baixos (3.5 i 4.5) possiblement degudes a una major interacció 
química entre els grups funcionáis básics i la suspensió cel lular acídica (figura 4.7).
-114-
Ad
so
rc
ió 
de 
cél
 lu
les
 
Ad
so
rc
ió 
de 
cél
 l
ule
s 
Ad
so
rc
ió 
de 
cél
 l
ul
es
CAPÍTOL 4. RESULTATS I DISCUSSIÓ
Esponges sense cárrega
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Figura 4.8. Taxes d'adsorció d'O. oeni, en suspensions a 
diferents pH, a esponges de ceMulosa sense (a) i amb (b, c) cárrega.
pH=3.5
pH=4.5
pH=5.5
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Un altre punt que calía determinar era la influencia del tipus de medi de suspensió 
utilitzat sobre la taxa d’immobilització de les cél lules. Com es veu a la figura 4.9, el medi 
a partir del qual es va realitzar la immobilització de les cél lules d'O. oeni condicioné tant 
la velocitat d'immobilització com la cárrega final de cél lules adsorbides a l'esponja. Quan 
la immobilització es realitzá a partir d'MLO (annex 1) els components del medi, 
principalment les proteínes, entraren en competéncia amb O. oeni per adsorbir-se a les 
esponges disminuint l’eficácia del procés. Si abans de realitzar la immobilització es 
centrifugaven les cél lules i es resuspenien en tampó TF (annex 1), el percentatge de 
cél lules adsorbides augmentava al voltant d'un 20%. Aquest efecte, comprovat amb 
esponges modificades amb els dos tipus de grups funcionáis básics utilitzats (DE i 
DEAE), era degut a la mínima competéncia existent entre els bacteris i els ions del tampó 
pels llocs d'unió a l'esponja. La realització d'experiments análegs utilitzant Saccharomyces 
cerevisiae amb esponges sense grups funcionáis modificats ofereix un resultat invers. En 
aquest cas, el medi de cultiu actúa com a lligam entre les cél lules i les esponges permetent 
una immobilització parcial que arriba a representar un 40% deis llevats originalment 
presents a la suspensió (Scott et a l , 1995).
2.0E + 9
'i 1.5E +9 -
1.0E +9 -
c
—  D E-M LO  
D E A E -M L O  
D E -T am pó T F  
D E A E -T am p ó T F
5.0E + 8  -
H
O.OE+O
0 1 4 52 3 6
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Figura 4.9. Influéncia del medi de suspensió sobre la taxa d'immobilització de cél lules 
d'O. oeni.
Per a determinar la capacitat de cárrega máxima de les esponges es van realitzar assaigs 
d'immobilització partint de suspensions cel lulars d'O. oeni M42 entre 106 i 1011 ufe mL1. Així es
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va determinar que nivells de 108-109 ufe mL'1 eren els óptims per realitzar les 
immobilitzacions. Biomasses inferiors de cél lules eren adsorbides completament mentre 
que la utilització de concentracions superiors si bé es traduía en augments de la taxa 
d'immobilització, provocava una alta mortalitat cel lular en sobrepassar-se la cárrega 
máxima del sistema (taula 4.2). Aquest assaig es va efectuar amb cél lules resuspeses en 
tampó TF (pH 4.5) adsorbint-se sobre esponges amb grup íuncional DE durant 7 h.
Biomassa inicial a la suspensió 106 1 07 1 08 1 09 1 010
 I !■«- ■ ,»r ■■.' - r — ■ .-H   ■■ ■! - - ■ . . , .    ■!■■ . " ;)*, .1. j i - ■ I , ■.■!)•
Percentatge de cél lules adsorbides 99.8 100.0 86.3 71.4 68.9*
* La viabilitat cel-lular decreix ia ráp idam en t p e r la qual co sa  el n úm ero  de cél-lules efectives era inferior.
Taula 4.2. Percentatge de cél lules d'O. oeni immobilitzades a partir de suspensions 
cel lulars amb diferent nivell inicial de biomassa.
Tots aquests assaigs es van efectuar en matrassos Erlen-Meyer de 250 mL amb 
100 mL de medi de suspensió i 2 g d'esponja. Una vegada es van determinar quines eren 
les condicions óptimes d'immobilització (taula 4.3), es va procedir a efectuar l'adequació del 
procés a un sistema d'immobilització en columna (veure Materials i métodes d'aquest capítol).
Taula 4.3. Condicions óptimes per a la immobilització de cél lules d'O. oeni M42.
. ...
Valors óptims
^ ________________
Parámetre
Nivell de biomassa a la suspensió 
Medi de suspensió 
pH del medi de suspensió 
Temps d'immobilització 
Grup íuncional de l'esponja (2 g)
Tampó TF
6-7 h 
DE o DEAE
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Els primers assaigs efectuats en columna es van realitzar per determinar la influéncia 
del pH sobre el procés d'immobilització (figura 4.10).
1.4E+11
1.2E+11
£  1.0E+11 
o
|  8.0E+10
73
6.0E+10
_ i
~  4.0E+10
4 —
2.0E+10
0.0E+00
0 1 2 3 4 5 6
Temps (h)
Figura 4.10. Taxes d'adsorció de cél lules d'O. oeni, en suspensions a diferents pH, a 
esponges de ceMulosa amb grups básics DE. Experiments en columna.
El valor de pH afectava a la taxa d'adsorció cel lular en major mesura que l'observada 
amb la immobilització en fiasco. Així, a partir de cultius de l'ordre de 109 ufe mL'1 a 
pH3.5 s'immobilitzaven quasi el 90% de les céllules disponibles mentre que a pH 
superior la taxa baixava fins al 80%. Tenint en compte que la immobilització s'efectua a 
partir de 500 mL de suspensió sobre 10 g d'esponja, la taxa final d'adsorció ens oferia 
resultats satisfactoris, al voltant de 1011 ufe (mL-g d'esponja)'1, independentment del pH 
del tampó. Tanmateix, els Controls de viabilitat efectuats durant el procés d'immobilització 
ens oferien resultats negatius peí que respectava al pH=3.5 on només un 4-6% del cultius 
sobrevivien al final de l'adsorció. Els resultats obtinguts a pH=4.5 suposaven augmentar la 
taxa de supervivéncia fins al 50-60% per la qual cosa aquest pH fou triat per assaigs 
posteriors. Aqüestes taxes d'immobilització representen nivells fináis d'adsorció en 
columna d'entre un i dos ordres de magnitud superiors ais detectats ais assaigs en flascons 
Erlen-Meyer. Aquest fet s'explica per la major compactado de les esponges i un flux 
dirigit que faciliten l'adsorció de les cél lules.
pH=3.5
pH=4.5
pH=5.5
i u u
‘O 
80 |
-  60
-  40
-  20
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L'últim aspecte que ens proposávem estudiar era l'optimització del flux de treball per 
realitzar les fermentacions en columna, determinant-lo amb experiments de 
desimmobilització (figura 4.11). Treballant amb fluxos inferiors a 30 mL min '1, no es 
produía desimmobilització cellular. A partir d'aquest fluxe, es comen9 aven a 
desimmobilitzar cél lules, de tal manera que quan es pujava fins a 60 mL min'1, el 25% 
del cultiu d’O. oeni s'alliberava. Per desimmobilitzar el 50 % de les cél lules inicialment 
adsorbides s'havia d’arribar a fluxes de 150 mL min'1. Les cél lules alliberades entre els 
30-60 mL min'1, corresponien a aquelles que no es trobaven directament lligades a la 
matriu sinó associades amb altres cél lules. Aquests lligams no eren tan forts com els 
existents entre les cél lules i els grups básics de l'esponja, que comen9 aven a ser menys 
efectius quan el flux s'augmentava fins a nivells superiors ais 60 mL m in1. La 
desimmobilització d'aquestes cél lules es produia parcialment fins ais 140 mL min'1. A 
partir d'ací, l'augment de flux fins arribar al nostre máxim nivell operatiu, 160 mL m in1, 
no es traduia en un increment de cél lules en el rentat. Al voltant d'un 50 % de íes céllules 
inicialment immobilitzades s'associaven intemament a l'esponja i només era possible 
desimmobilitzar-les substituint el tampó TF pH 4.5, per un agent més agressiu, HC1 2M.
50  - r  -
40
OI,
1
o 30 60 90 150120
Flux de treball (m L m in 1)
Figura 4.11 Efecte del flux de treball sobre la desimmobilització de cél lules d'O. oem 
inicialment adsorbides a esponges de ceMulosa amb grups básics DE.
La conseqüéncia d'aquest experiment fou la determinació d'un límit máxim de flux de 
treball al voltant de 150 mL min’1 i d'un límit eféctiu situat al voltant de 30 mL min 1 on no 
es produia un nivell de desimmobilització deleclable.
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2.3.2 Fermentacions en fiasco
Una vegada s'havien establert les condicions d’immobilització, es van realitzar 
experiments de fermentació per assajar la degradació de l'ácid málic per les cél lules 
adsorbides. El procés d’immobilització permetia un augment en les taxes d’activitat de les 
cél lules adsorbides front a les detectades amb cél lules lliures. Així amb cél lules lliures no 
s'anibava a degradar ni tan sois el 50 % de l’ácid málic, mentre que la degradació era total 
amb la utilització de cél lules immobilitzades (figura 4.12).
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Figura 4.12. Fermentació maloláctica en vi sintétic amb cél lules d’O. oeni M42 
immobilitzades en esponges DE-cel lulosa a partir de cultius crescuts en diferents medis.
Tanmateix, com es descriu al capítol 2 d’aquesta tesi, l’estabilitat del cultius d’O. oeni 
en vi es veia notablement augmentada quan aqüestes cél lules es pre-cultivaven abans en 
un medi de cultiu, com el Medi P, que facilitara la seva adaptació al vi. Aixó permetia que 
en menys de tres hores, els 3.5 g d'ácid málic iniciáis es degradaren completament. Així, 
la degradació del 100 % de l'ácid málic inicialment present al vi sintétic fou quatre 
vegades més rápida quan les cél lules immobilitzades havien crescut en Medi P que quan 
ho havien fet en MLO (annex 1). La degradació final, amb cél lules crescudes en MLO 
era total, pero requería al voltant de 24 h per efectuar-se. La pre-inoculació de les cél lules 
en Medi P, requereix un temps addicional de 2-3 dies pero permet obtenir degradacions 
totals de l'ácid málic en poques hores. Els resultats de les taxes de degradació aquí 
exposats ens aconsellaven la immobilització a partir de Medi P, per la qual cosa es va 
seguir aquest procediment ais següents experiments.
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La següent experiéncia es va efectuar realitzant un procés análeg pero posant en 
contacte les cél-lules crescudes en Medi P, després de la immobilització, amb vi (annexl). 
Després de 24 h de fermentació, s'eliminava el vi i es canviava per vi frese (figura 4.13). 
El cicle de 24 h es repetía varíes vegades per veure l'estabilitat del procés. Així, al primer 
cicle de fermentació, les cél-lules immobilitzades degradaven tot l'ácid málic present al vi 
(3.5 g L’1) mentre que les cél-lules lliures utilitzades com a control només eren capaces de 
consumir un 50 % de l'inicial. A les successives fermentacions realitzades amb les 
mateixes cél-lules, el percentatge de degradado amb les cél-lules immobilitzades es reduía 
drásticament a la meitat. El decreixement no fou tan notable amb les cél-lules control 
mantenint-se a les quatre fermentacions successives en nivells al voltant del 35-45 % 
(figura 4.13). Tanmateix, les taxes de degradado obtingudes amb les cél-lules 
immobilitzades eren superiors a les de les observades amb cél-lules lliures.
100
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ImmobilitzadesControl
Número de fermentació
Figura 4.13. Fermentació maloláctica en vi amb cél lules d'O. oem M42 immobilitzades 
en esponges DE-cel-lulosa. 1) cél-lules crescudes en ívledi P. 2, 3 i 4) cél-lules provinents 
de fermentacions anteriors en vi.
Cal destacar el decreixement en raclivitat de les cél lules immobilitzades, quan es 
comparaven els succcessius cicles de fermentacions. Aquest comportament era explicable 
en part peí í'et de que la primera fermentació era desenvolupada per tres grups de
-121-
CAPÍTOL 4. RESULTATSI DISCUSSIÓ
cél-lules: les directament immobilitzades sobre la matriu, les lligades d'una manera més 
lleugera a les cél-lules unides a la matriu i les suspeses al medi intersticial. Aqüestes 
cél-lules, sense una unió directa a les esponges, eren eliminades amb el vi ja fermentat i 
només les íntimament lligades eren les encarregades de realitzar la resta de fermentacions. 
Aquesta pérdua de cél-lules no es produia amb els assaigs control, on la práctica totalitat 
(98%) era recuperada per centrifugado. Aixó permetia mantenir els percentatges de 
degradado ais successius cicles de fermentació que amb tot eren sempre inferiors ais 
aconseguits amb les cél-lules immobilitzades.
2.3.3 Fermentacions en columna
Un altra aproximado fou efectuada mitjan9 ant la immobilització de cél-lules d'O. oeni 
M42 sobre esponges de cel-lulosa (DE i DEAE) dins d'una columna de \idre (figura 4.2). 
La immobilització es va efectuar a partir de cél-lules resuspeses en tampó TF a pH 4.5 
(dins del rang de condicions óptimes determinades préviament). Amb les esponges DE es 
van obtenir percentatges d'immobilització al voltant de 89% i amb les DEAE de 62% 
seguint el procediment experimental detallat a 1'apartat de materials i métodes d'aquest 
capítol. Aquests nivells d'adsorció representen millores al voltant d'un 10% respecte a les 
immobilitzacions efectuades en fiasco per les consideracions metodológiques exposades a 
1'apartat 2.3.1.
Peí que respecta a la fermentació en sí, aquesta fou efectuada en paral-lel amb tres 
columnes contenint: 1) cél-lules immobilitzades en esponges de DE, 2) cél-lules 
immobilitzades en esponges de DEAE i 3) cél-lules lliures no immobilitzades utilitzades 
com a control. La quantitat de cél-lules control es va calcular en base al total de cél-lules 
immobilitzades en les esponges de cel-lulosa amb radical de cárrega básica DE. La quasi 
total d e g r a d a d o  de l'ácid málic es va completar en menys de 3 dies tant amb les cél-lules 
lliures com amb les immobilitzades en esponges carregades amb DE (figura 4.14). 
Tanmateix, i en aquest període de temps, el nombre de cél-lules immobilitzades sobre 
esponges-DEAE no fou suficientment alt, i només eren degradats un 75 % deis 
5 g L*1 d'ácid málic inicial.
-122-
CAPÍTOL 4. RESULTATS I DISCUSSIÓ
100
7 5  -Sm
I
 Control
—  DE  
 DEAE
-o
«D|
i
PL,
5 0
0 12 2 4 3 6 4 8 6 0 72
Temps de fermentació (h)
Figura 4.14. Fermentado maloláctica en MBC-M amb cél-lules immobilitzades en 
esponges DE i DEAE. Experiments en columna.
2.3.4 Análisi global de 1’apartat
Els assaigs d'immobilització efectuats al llarg d'aquesta tesi permeten deduir la possible 
utilització d'aquesta técnica per induir l'FML en vi amb cél-lules d'O. oeni d’una manera 
segura i controlada. Per arribar a aquesta conclusió fou préviament necessari l'establiment 
de les condicions óptimes de funcionament del sistema experimental. Així, i en diferents 
fases d'assaig, es va determinar la influéncia del tipus de material utilitzat com a matriu de 
suport, triant-se les esponges de cel-lulosa, front a altres materials convencional, pels 
avantatges que oferien a diferents nivells (veure introducció). Així mateix, es va analitzar 
la possibilitat de modificar químicament les esponges afegint radicáis amb diferents 
cárregues. Es va comprovar la major capacitat per adsorbir cél-lules de les esponges 
carregades amb grups laterals básics (DE i DEAE) front a aquelles sense cárrega o amb 
cárrega negativa (CM). Aquesta millora en la taxa efectiva d'immobilització així com en 
els nivells d’adsorció fináis era possible per les interaccions electroquímiques establertes 
entre les cél-lules (amb cárrega negativa) i les esponges de cel-lulosa amb DE (i DEAE) 
carregades positivament. A més, es va determinar com la influéncia del pH (dins d’uns 
límits fisiológics) no afectava notablement el procés d'immobilització pero sí, la viabilitat 
deis cultius que disminuía quan baixava el pH. Aixó ens va fer optar per treballar a un 
pH=4.5 que oferia una relació acceptable entre la taxa d'adsorció i la viabilitat. Així 
mateix, es va demostrar la interferencia negativa deis medis de cultiu rics en proteines 
sobre les taxes d'immobilització i es va preferir realitzar el procés a partir de cél-lules 
resuspeses en tampó. Els experiments en columna foren realitzats basant-se en les
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conclusions obtingudes a partir deis assaigs en flascons. Amb les columnes s’aconseguia 
augmentar els nivells fináis de biomassa adsorbida degut a una major compactació de les 
esponges i un flux dirigit que facilitava el procés. Aquest flux de treball fou també estudiat 
arribant-se a triar un valor óptim de 30 mL min'1.
Una vegada optimitzats els valore deis parámetres d’immobilització (taula 4.3), es van 
efectuar les fermentacions. Les primeres aproximacions experimentáis, efectuades en 
flascons Erlen-Meyer, ens permetien comprovar com els nivells de degradado d'ácid 
málic eren superiore amb les cél-lules immobilitzades que amb les lliures. Així mateix, 
l’efectivitat del sistema s’augmentava notablement quan O. oeni era pre-cultivat en Medi P 
abans de procedir a la seva immobilització sobre les esponges. Aquests experiments 
efectuats en un sistema semi-continu amb flascons Erlen-Me)/er foren posteríorment 
assajats, d'una manera preliminar amb un muntatge experimental en columna amb un 
circuit tancat (figura 4.2) amb resultáis esperan^adore.
2.4 RECAPITULACIÓ
En aquest últim capítol de resultáis, s'ha analitzat diferents tipus de sistemes 
experimentáis altematius a la fermentació maloláctica tradicional, amb l’objectiu de 
determinar la seva viabilitat tecnológica. En aquest sentit, podriem anomenar "processos 
altematius” a aquells que aconsegueixen la mateixa finalitat, la degradado de l’ácid 
L-málic present al vi, pero d’una manera diferent a la tradicional. La manera "tradicional” 
consisteix en la inoculado d’un vi amb una quantitat variable de cél-lules d'O. oeni, al 
voltant de 105 ufe mL’1, que es desenvolupen i, després de 2-3 setmanes, assoleixen 
nivells d'entre 107-108 ufe mL'1 suficients per produir una degradado d'ácid málic 
acceptable. Obviament, aquest procés te diferents inconvenients entre els que cal citar el 
llarg temps necessari per al desenvolupament deis bacteris en vi amb el consegüents rises 
microbiológics associats.
La manera de reduir aquest llarg temps necessari peí desenvolupament tradicional de 
l'FML en vi, consisteix en la inducció del procés partint d'un elevat nombre de cél-lules 
que realitzen la degradado tan aviat com es posen en contacte amb el vi. En 1’apartat 
experimental d'aquesta tesi, hem realitzat un abordatge múltiple del procés posant a punt 
diferents sistemes per realitzar l'FML en vi, com són la tecnología de cél-lules lliures no
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proliferante (apartat 2.1), cél-lules en creixement continu (apartat 2.2) i cél-lules 
immobilitzades (apartat 2.3) d'aquest capítol. Cadascuna d'aquestes tecnologies presenta 
característiques diferenciáis respecte a la resta, mantenint pero un tret comú consistent en 
eixa disponibilitat d'un elevat nombre de cél-lules iniciáis. Realitzar una comparado 
matemática entre tots aqueste processos no és un tasca fácil, donat qué, si bé l'objectiu 
final, la rápida i efectiva degradado de l'ácid málic present al vi és comú, la preparado de 
les cél-lules és diferent. No obstant, a la taula 4.4 es presenta un resum orientatiu 
normaützat deis resultáis obtinguts.
Técnica Consum d'ácid málic (g L 1 d"1) ufe m L 1
Creixement tradicional1 0.25 11 * O "*
■4
Continu2 0.98 M 10®
Cél-lules lliures (no proliferante)3 2.00 107-10®
Cél-lules immobilitzades
(assaigs en fiasco)4 1.75 » 109
Cél-lules immobilitzades
(assaigs en columna)5 1.70 *■ 1012
1 Inoculado d’un vi amb O. oeni, al voltant de 105 ufe mL1, on després de 2-3 setmanes 
de creixement bacteriá, s'assoleixen biomasses superiors i es produeix una degradado 
d'ácid málic acceptable.
2 Dades obtingudes a partir del moment en que es com eta  a operar el biorreactor en 
mode continu i s'estabilitza la taxa de degradado.
3 Dades óptimes estimades a partir deis resultáis exposats a la taula 4.1. Taxes de 
degradado calculades a partir deis resultáis de les primeres 24 h de reacció.
4 Dades obtingudes a partir del primer cicle de fermentació (24 h) amb cultius 
pre-cultivats en Medi P (annex 1). Esponges amb cárrega básica DE.
Fermentació preliminar en MBC-M. Dades obtingudes amb esponges amb cárrega 
básica DE (annex 1)
faiila 4.4. Taxes relativos de degradado d'ácid málic amb O. oeni mitjan^ant diferente 
técniques experimentáis.
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La normalització de les dades d’aquesta taula slia efectuat sense teñir en compte els 
possibles inconvenients de l'escalat. Obviament, una análisi més exhaustiva del processos, 
requeriría la seva aplicado preliminar en planta pilot per veure el seu comportament real 
fora del laboratori. Així i tot, resulta interesant veure en aquest resum com, qualsevol deis 
processos que anomenem altematius permet incrementat d'una manera acceptable els 
resultats obtinguts en una FML tradicional, on la mitjana de consum d'ácid málic no sol 
superar els 0.25 g L'1 d’1. A més, cal remarcar que es tracta d’un promedi de dades, i que 
un seguiment periódic del procés tradicional permet veure com la degradado efectiva es 
produeix al final del procés de creixement bacteriá, quan la població assoleix nivells al 
voltant de 107-108 ufe mL*1. Així, l'establiment d'un procés en continu, a partir d'aquestes 
mateixes cél-lules i amb eixos nivells poblacionals (107-108 ufe mL’1) peimetria 
quadmplicar la taxa de degradació diária d'ácid málic (taula 4.4). Millors resultats poden 
obtenir-se mitjansant la inducció amb un elevat nombre de bacteris en condicions de no 
proliferació cel-lular. Així, tant amb cél-lules lliures com amb immobilitzades sobre 
esponges de cel-lulosa amb cadenes laterals de cárrega básica és possible l'obtenció de 
taxes de degradació 7-8 vegades superiors a les detectades en una fermentació tradicional 
(taula 4.4).
Aqüestes dades ens permeten assegurar l'eficácia d'aquests sistemes altematius en la 
rápida degradació de l'ácid málic i, en ocasions, sota condicions físico-químiques adverses 
que no suporten el creixement bacteriá. Cal pensar en la realització de futurs experiments 
que estableixen la utilització d'aquestes técniques, tant per separat, com en una conjunció 
d'algunes elles amb la finalitat de millorar el procés maloláctic. Així mateix, resultaría 
interessant la realització de futurs assaigs en planta pilot per implementar sistemes de 
fermentació a mitjana escala, on es pogueren referendar els resultats obtinguts al 
laboratori, i on s'adaptaren les condicions d'operació deis sistemes per a la seva aplicado 
práctica.
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1. A partir de diferents mostos i vins foren aíllades ccatorze soques de bacteris láctics 
que presentaven característiques morfológiques,;, fisiológiques i bioquímiques 
concordants amb les descripcions d'individus (de l'espécie Oenococcus oeni 
(abans Leuconostoc oenos). Les soques que creixüen millor en vi foren utilitzades 
per analitzar la producció de components volátills mitjansant GC. Aixó ens va 
permetre determinar l'augment deis nivells globails d'alcohols superiors, esters i 
ácids orgánics, descrits com favorables per l’aromaa final del vins.
2. El creixement d'O. oeni ais medis de pre-cultiu P) i 10, abans d'inocular-lo en vi, 
permetia augmentar la taxa de supervivencia així (com la implantació deis cultius 
en vi alhora que es disminuía el temps necessari peer realitzar l'FML.
3. La conservado de soques d'O. oeni per congeladlo o liofilització oferia taxes de 
supervivencia variables depenent del medi de ppre-cultiu utilitzat (MLO, vi o 
MediP). Només les pre-cultivades en Medi P co vi eren capaces de realitzar 
l'FML (3-4 setmanes). Generalment, les taxes de supervivencia per a un mateix 
medi de pre-cultiu i soca, amb la liofilització ereni inferiors a les obtingudes amb 
la congelado, pero el temps necessari per compketar l'FML era el mateix. Aixó 
permet la seva utilització quan es vol mantenir les ; soques a llarg termini.
4. La clau del funcionament del metabolisme de carbbohidrats a O. oeni es centra en 
la capacitat deis diferents sistemes ceMulars per regenerar els cofactors reduits 
que es generen a les etapes iniciáis de la via hetercoláctica. En abséncia d'oxigen, 
la metabolització deis carbohidrats i la regenerado de cofactors són 
satisfactóries. Sota una atmosfera aerobia, les NA1D(P)H oxidases no són actives 
i, si no es disposa de fructosa per a reduir-la a miannitol, la tasca de reoxidació 
recau sobre els enzims de la via de formado de lVetanol. Mentre aquests enzims 
funcionen activament, els nivells d'NAD(P)H ess troben controláis i permeten 
funcionar el sistema. Quan els enzims s'inhibeixein per la preséncia d'oxigen, el 
ratio NAD(P)H/NAD(P)+ augmenta, el metabiolisme s'atura i es deté el 
creixement. L'addició de diferents substrats rosductors (fructosa, piruvat o 
cisterna) al medi permet solucionar els problemess de regenerado deis cofactors 
reduits, en diferent grau.
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5. L’análisi de diferents sistemes altematius, per promoure la fermentació 
maloláctica realitzada de manera tradicional, ens ha permés determinar la seva 
aplicació tecnológica. Així, l'establiment d'un sistema de fermentació amb 
cél-lules d'O. oeni en creixement continu, amb nivells poblacionals entre 
107-108 ufe mL’1, permet disminuir el temps necessari per realitzar l'FML en 
1-2 setmanes. Aixó possibilitava l'assoliment de taxes de degradació fins a quatre 
vegades superiors a les detectades en un procés en discontinu, sense que es 
detectaren diferencies ni en els valors fináis de pH ni en els metabólits resultants.
6. La inducció d'un procés de fermentació maloláctica utilitzant elevades quantitats 
de cél-lules lliures en condicions de no proliferació cel lular permet augmentar 
notablement les taxes de degradació. L'obtenció de resultats satisfactoris en la 
rápida degradació de l'ácid málic, utilitzant aquesta aproximació metodológica, 
depén de diferents factors físico-químics i microbiológics, entre ells del pH, 
concentració inicial d'inócul i soca maloláctica utilitzada. Les soques G6 i N I72 
foren les que millors resultats de degradació ens oferiren especialment a pH=3.5 i 
concentracions iniciáis d'inócul d'entre 107 i 108 ufe m L1.
7. La immobilització de cél-lules d'O. oeni M42 sobre esponges de cel-lulosa amb 
cadenes laterals de cárrega positiva (DEAE i DE) foren notablement superiors a 
les detectades amb altres esponges sense grups laterals químicament modificats, 
arribant-se a assolir nivells de l'ordre de 109 ufe (mL-g d'esponja)1. Així mateix, 
es van observar taxes d'adsorció similars a valors de pH que oscil-laven entre 3.5 
i 5.5, triant-se un pH intermedi (4.5) que a més afavoria la supervivénda 
cel-lular.
8. El pre-cultiu en medi P permetia augmentar la taxa de realització de l'FML amb 
cél-lules immobilitzades d'O. oeni front ais resultats obtinguts amb MLO. La 
immobilització de cél-lules permetia realitzar un mínim de quatre fermentacions 
en un procés semi-continu, assolint taxes de degradació superiors a les 
obtingudes amb cél-lules lliures i sense necessitat de recuperar els cultius. Aixó 
suposava un augment efectiu de l'FML en 7-8 vegades respecte a les taxes 
establertes per a un procés tradicional amb creixement previ de Ies soques en el 
vi que es vol desacidificar.
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ANNEX 1. MEDIS DE CULTIU, SOLUCIONS I REACTIUS 
MEDIS DE CULTIU
L'esterilització deis medís de cultiu es va realitzar en autoclau a 121°C 20 min excepte 
quan s'indica una filtració esterilitzant amb membranes de 0.45 um. Ais assaigs realitzats 
en biorreactors, el temps d'esterilització es va augmentar fms a 30 minuts. L'ajustament 
del pH ais medís que ho requerien es va realitzar amb les dilucions apropiades 
d'HCl 10 M o KOH 10 M.
ATB (MEDI SUC DE TOMÁQUET ÁCID). Garvie (1967a) amb modificacions. 
Formació de dextrá a partir de sacarosa.
Glucosa 1 0 .0 0 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriológica 1 0 .0 0 g
MgSCV7 H20 0 . 2 0 g
M nS04-4 H20 0.05 g
Suc de tomáquet1 250.00 mL
Clorhidral de cisterna 0.50 g
Sacarosa 2 1 0 0 .0 0 mL
Agar bacteriológic 2 0 . 0 0 g
H20  fms 1 0 0 0 .0 0 mL
pH= 4.8
1 Es preparava a partir de suc de tomáquet comercial de la següent manera: 250 mL de 
suc es mesclaven amb 500 mL d’aigua destil lada i es deixaven macerar duranl 24 h a 
4 °C. Aleshores, per eliminar les partícules solides, es centriíugava a 22000 x g 4°C 
30 min. El sobrenadant es passava per paper de fíltre, s'enrasava el volum a 300 mL i es 
congelava íins la seva utilització. Per a la preparació de medi de cultiu líquid s’efectuava 
una filtració addicional a través d'una membrana de nitrat de cei lulosa de 0.45 pm de 
mida de porus per eliminar restes solides mes menudos.
2 La sacarosa es preparava a part esterilitzant per filtració una solució del disacárid al 
50% (p/v) en aigua i aíégint-la a la resta de components després d'autoclavar.
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BB (MEDI BASAL PER LA PRODUCCIÓ D’ÁCID LÁCTIC). Püone i Kunkee 
(1972) amb modificacions.
Determinado de l’isómer d’ácid láctic produit a partir de la glucosa.
Glucosa 0.20 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriológica 5.00 g
Triptona 20.00 g
Clorhidrat de cisterna 0.50 g
Tween-80 0.05 mL
H20  fms 1000.00 mL
pH= 5.5
FC (MEDI BASAL DE FERMENTACIÓ DE CARBOHIDRATS). Garvie (1967a) 
Fermentado de carbohidrats.
NaCl 5.00 g
Extracte de llevat 6.00 g
Peptona bacteriológica 15.00 g
Verd de bromocresol1 12.00 mL
Agar 5.00 g
H20  fins 1000.00 mL
pH= 5.2
1 La dissolució de verd de bromocresol es prepara mesclant 0.10 g del producte (en 
pols) amb 30 mL d’NaOH 0.01 N.
El medi es va repartir en volums de 4.5 mL en tubs de vidre i es va autoclavar. 
Aleshores, els tubs es van temperar a 45 °C i se'ls va afegir 0.5 mL de solucions estándard 
de cadascuna de les fonts de carboni que es volia assajar. Els carbohidrats es van preparar 
al 2% (p/v), excepte l'L-arabinosa que es va preparar al 5% (p/v), i es van esterilitzar per 
filtració.
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MBC (MEDI BASAL DE CARBOHIDRATS). Caspritz i Radler (1983) amb mcxlificacions. 
Estudi del metabolisme de carbohidrats en Oenococcus oeni.
Extracte de llevat 5.00 g
Triptona 10.00 g
MgS04-7 H20 0.20 g
MnS04-4 H20 0.05 g
Tween-80 1.00 mL
Pantotenat cálcic 1 0.01 a
H20  fms 1000.00 mL
1 El pantotenat cálcic es prepará fent una dissolució previa a 1T% (p/v), esteriützant-la 
per filtració i afegint 1 mL a la resta de components del medi després d'autoclavar.
Ais experiments on així s'indica, aquest medi fou addicionat de quantitats variables de 
carbohidrats, ácids orgánics o aminoácids. Aquests suplements foren esterilitzats per 
filtració i afegits al medi després d'autoclavar.
MEDI 5. Zúñiga et al. (1993)
Diferenciació entre bacteris homoláctics i heteroláctics.
Triptona 10.00 g
Extracte de llevat 5.00 g
k h 2p o 4 2.50 g
MgS04-7 H20 0.20 g
MnS04-4 H20 0.05 g
Fructosa 2.50 g
Clorhidrat de cisteina 0.50 g
Tween-80 1.00 mL
Verd de bromocresol1 20.00 mL
Pantotenat cálcic 0.01 g
Agar bacteriológic 2 20.00 g
II20  fins 1000.00 mL
p!I= 6.5
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1 La dissolució de verd de bromocresol es prepara com es decriu per l'FC.
* El pantotenat cálcic es prepara fent una dissolució previa en aigua a 1'1%, esteriHtzant-la perr 
filtració i afegint 1 mL a la resta de components del medi després d'auíoclavar-los.
MEDI C. Chalfan et a l  (1977)
Medi basal d’utilització d'ácids (cítric, málic o tartáiic).
Glucosa 10.00 oo
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriológica 10.00 g
MgSO<-7 H20 0.20 g
MnS04-4 H20 0.05 g
Suc de tomáquet1 200.00 mL
Clorhidrat de cisterna 5.00 mg
Acid orgánic 2 10.00 g
H20  fins 1000.00 mL
pH= 4.8
1 El suc de tomáquet es va preparar de la manera descrita per a l'ATB.
2 Es va afegir l'ácid oigánic desitjat (cítric, málic o tartáric) per determinar la seva utüització.
MEDI TJ. Chalfan et a l  (1977)
Utilització d'ácid íumáric.
Glucosa 3.00 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriológica 5.00 g
Triptona 20.00 g
Lactosa 2.00 g
Cicloheximida 0.10 g
Suc de tomáquet1 200.00 mL
Acid íumáric 0.50 g
H20  fins 1000.00 mL
■
o »—
■*
h
H II
1 El suc de tomáquet es va preparar de la manera descrita per a l'ATB.
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M EDI DE PRE-CULTIU MAM. Aquesta tesi.
Medi de pre-cultiu per l’adaptació á'Oenococcus oeni al creixement en vi.
Extracte de llevat 5.00 g
Tween-80 1 .0 0 mL
Most 500.00 mL
H20  fms 1 0 0 0 . 0 0 mL
pil 4.5
Es meselaren els components, s’ajustá el pH i s'esterilitzá el medi per filtració. Durant 
24-48 h es comprová restabilitat del pH. Si es produíen precipitacions al medi, es 
centrifugava a 18.000 x g  30 min, es recollia el sobrenadant i es rectificava de nou el pH.
M EDI DE PRE-CULTIU "B ". Aquesta tesi.
Medi de pre-cultiu per l'adaptació á'Oenococcus oeni al creixement en vi.
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriológica 5.00 g
Tween-80 LOO mL
Most 500.00 mL
H20  fins 1 0 0 0 . 0 0 mL
pH=4.5
El medi es prepará segons es descriu per al medi "A".
MEDI DE PRE-CU LTIU  "C ". Aquesta tesi.
Medi de pre-cultiu per l’adaptació á'Oenococcus oeni al creixement en vi.
Extracte de llevat 5.00 g
Suc de tomáquet 1 0 0 . 0 0 mL
Tween-80 1 . 0 0 mL
Most 500.00 mL
I í2( ) fins 1 0 0 0 . 0 0 mL
pII-4.5
El medi es prepará segons es descriu per al medi "A".
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MEDI DE PRE-CULTIU "DM. Aquesta tesi.
Medi de pre-cultiu per l'adaptació d'Oenococcus oeni al creixement en vi.
5.00 g
5.00 g
100.00 mL
1.00 mL
500.00 mL
1000.00 mL
Extracte de llevat 
Peptona bacteriológica 
Suc de tomáquet 
Tween-80 
Most 
H20  fins 
pH -4.5
El medi es prepará segons es descriu per al medi "A”.
MEDI DE PRE-CULTIU “P”. Pardo i Ferrer (1998)
Medi de pre-cultiu per l'adaptació d'Oenococcus oeni al creixement en vi.
Solució A
Acid málic 3.00 g
Piridoxina 0.10 mg
Pantotenat cálcic 0.10 mg
Vitamina C 0.10 mg
Clorhidrat de tiamina 0.10 mg
Riboflavina 0.10 mg
Cianocobalamina (Vit. B12) 0.01 mg
Biotina 0.01 mg
Most (fins a) 500.00 mL
pH=4.5 
Solució B
Extracte de llevat 5.00 g
Tween-80 1.00 mL
MgSC_V7 H20  0.20 g
MnS04-4 H2Ü 0.05 g
H20 destil lada (fins a) 500.00 mL
pH-4.5
Una vegada esterilitzades les solucions, A per filtració i B autoclavada, es mesclaven a parts iguals.
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MEDI DE PRE-CULTIU “10”. Pardo et al (1992)
Medi de pre-cultiu per l’adaptació d’Oenococcus oeni al creixement en vi.
Extracte de llevat 5.00 g
Suc de tomáquet 100.00 mL
Glucosa 5.00 Oc?
Acid málic 3.50 o
Tween-80 1.00 mL
Vi (fins a) 1000.00 mL
pH-4.0
MLO (MEDI PER Leuconostoc oetios). Caspritz i Radler (1983) 
Creixement d'Oenococcus oeni (abans Leuconostoc oenos).
Glucosa 10.00 g
Fructosa 5.00 g
Extracte de llevat 5.00 g
Triptona 10.00 g
MgSCV7 H20 0.20 g
MnS04-4 H20 0.05 g
Clorhidrat de cisterna 0.50 g
Suc de tomáquet1 - - 100.00 mL
Citrat diamónic 3.50 g
Tween-80 1.00 mL
H20  fms 1000.00 mL
pH= 4.8
1 El suc de tomáquet es va preparar de la manera descrita per a l'ATB.
L'MLO amb agar es preparava esterilitzant per separat a doble concentrado l'agar 
bacteriológic (20 g L 1 fináis) i 1a resta de components per l’altra. Una vegada autoclavats, 
es mesclaven a volums iguals l’agar i la resta de components.
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MRS-ARG (MEDI MAN-ROGOSA-SHARPE (Oxoid) ADDICIONAT 
D ’ARGININA). De Man et al. (1960) amb modificacions.
Comprovació de ractivitat arginina desaminasa.
El medi MRS es va preparar d’acord amb les instruccions del fabricant afegint-li 
3 g L'1 dD-Arginina.
PM (MEDI de PRODUCCIÓ de MANNITOL). Chalfan et a l (1975)
Diferenciado entre bacteris homoláctics i heteroláctics.
Triptona 20.00 g
Extracte de llevat 5.00 g
Peptona bacteriológica 5.00 g
Fructosa1 5.00 g
Tween-80 1.00 mL
H20  fins 1000.00 mL
pH= 5.5
1 La fructosa es prepará ,a part esterilitzant-la per filtració i afegint-la a la resta de
components del medi després d’autoclavar-los.
VI 1. Aquesta tesi.
Experiments amb céMules no proliferants.
El vi utilitzat pertanyia a la varietat Monastrell (any 1992) i presentava la següent
composició (g L'1) en carbohidrats, ácids orgánics i alcohols.
Acid cítric 0.78
Ácid tartáric 2.45
Ácid málic 1 0.16
Ácid acétic 0.24
Ácid succínic 1.66
Ácid láctic 1.45
Glucosa 0.08
Fructosa 0.34
Glicerol 7.72
Etanol2 12.41
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1 Es va addicionar ácid L-málic fins arribar a la concentrado final desitjada. El pH es 
va ajustar al valor desitjat amb KOH 10 M.
2 La quantitat d'etanol está expressada en graus alcohólics ( % (v/v) d'etanol en vi). 
Esterilització per filtració.
VI 2. Aquesta tesi.
Resta d'experiments d'aquesta tesi.
El vi utilitzat pertanyia a la varietat Monastrell (any 1996) i presentava la següent 
composició (g L’1) en carbohidrats, ácids orgánics i alcohols.
Acid cítric 0 . 0 0
Acid tartáric 2.18
Ácid málic 1 0 .1 1
Ácid acétic 0.60
Ácid succínic 1.76
Ácid láctic 1.57
Glucosa 0.06
Fructosa 0.15
Glicerol 8 . 2 2
Etanol 2 11.13
1 Es va addicionar ácid L-málic fins arribar a la concentrado final desitjada. El pH es 
va ajustar al valor desitjat amb KOH 10 M.
2 La quantitat d'etanol está expressada en graus alcohólics ( % (v/v) d'etanol en vi). 
Esterilització per filtració.
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VI SINTÉTIC. Aquesta tesi.
Assaig de degradació d’ácid málic per cél lules immobilitzades.
Glucosa 1.00 g
Fructosa 1.00 g
Tartáric 2.00 g
Ácid acétic 0.50 g
Glicerol 9.00 g
Ácid láctic 1.50 g
Etanol 110.00 mL
Ácid málic 3.00 g
H20  fins 1000.00 mL
pH= 3.5
Esterilització per filtració.
ANNEXOS
SOLUCIONS I REACTIUS
CRIOPROTECTOR DE CONGELACIÓ. Gerhardt (1994)
Glicerina 40% (v/v)
CRIOPROTECTOR DE LIOFILITZACIÓ. Gerhardt (1994)
Es prepará una solució d'ácid glutámic 0.067 M i s'afegí NaOH 10 M per dissoldre'l en 
aigua destil lada sense passar de pH 4.5.
REACTIU DE NESSLER. Gerhardt (1994)
Desaminació de l'arginina.
Iodur potássic 70.00 g
Iodur mercúric 1 0 0 .0 0  g
Hidróxid potássic 100.00 g
H20  fins 1000.00 mL
Es dissolen el iodur potássic i el iodur mercúric en 400.00 mL d’aigua destil lada. Es 
dissol lliidróxid potássic en 500.00 mL d’aigua destil lada i es deixa refredar. Es mesclen 
les dues solucions i s’afegeix aigua destil lada fins completar 1 L. Es deixa que sedimente el 
precipitat, es decanta el líquid sobrenadant ciar i es conserva en un fiasco eliminat el precipitat.
TF (TAMPÓ TARTRAT-FOSFAT). Henick-Kling (1986b)
Acid D(+)-tartáric 20.00 mM
K2H P04 40.00 mM
M gS04 0.50 mM
M11SO4 0.20 mM
El tampó es va preparar a partir d’una solució concentrada d'ácid D(+)-tartáric 
(40.0 mM). MgSG4 1.0 mM. M nS04 0.4 mM a la que s'anava afegint K2HPO4 80.0 m \l  
fins arribar al pl I desitjat. Aleshorcs, es completava amb aigua Milli-Q fins arribar a una 
concentració final de tartrat de 20.0 mM.
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ANNEX 2. MÉTODES CROM4TOGRAFICS
CR O M ATO G RAFL4 DE GASOS (GLC) I ESPECTRO M ETRIA DE M ASSES  
(G LC-M S)
Els assaigs cromatográfics i de espectrométria de masses es van realitzar segons el 
métode descrit per Mateo et al. (1990).
L'extracció deis compostos volátils es va realitzar utilitzant un extractor liquid-líquid 
continu. La mésela extractora utilitzada fou diclorometáipentá (2:3). A un volum de 
500 mL de vi se li va afegir NaCl fins a una concentració final del 8 % (p/v) per facilitar 
l'extracció de substáncies volátils (Lamikanra, 1987). Després de realitzar una extracció 
durant 24 h, l'extret obtingut es va dessecar amb Na2(S 04) anhidre, es va filtrar i 
condensar per evaporació amb l'ajut d'una columna Vigreux fins obtenir un volum final 
máxim d'l mL. El tub es va conservar herméticament tancat a -20 °C fins al moment 
d'injectar la mostra.
Les mostres es van analitzar amb un cromatógraf de gasos Hewlett Packard 5890 
Series II equipat amb un detector d'ionització de flama (FID) i utilitzant heli (puresa 
99.998 %) com a portador. Per a la detecció es van utilitzar liidrogen i aire sintétic de la 
mateixa puresa. La columna utilitzada fou una HP20M (Carbowax 20M) de 50 m de 
longitud, 0.2 mm de diámetre intem, 0.2 pin de gruix de fase. El senyal cromatográfic es 
va enregistrar i integrar amb l'equip HP Vectra QS/16S assistit peí programa informátic 
HP 3365 Chemstation. Les condicions cromatográfiques foren les següents:
Temperatura inicial 
Temps isoterma inicial 
Gradient de temperatura 
Temperatura final 
Temps isoterma final 
Discriminació de flux 
Pressió en cap de columna 
Flux del gas portador 
Flux d'aire 
Flux d'hidrogen 
Temperatura injector i detector 
Flux gas auxiliar (He)
Volum de mostra injectada
60 °C 
5 min
2.5 °C m in1 
190 °C 
2 2  min 
1:50 
2 0  psi
0.5 mL min 1 
400 mL min' 1 
30 mL min 1 
250 °C 
30 mL min 1 
0.5 pL
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Les mostres processades per espectrometría de masses es van injectar en un model 
Trio 1000 de Fisons Instruments, acoblat a un cromatógraf de gasos Fisons Instruments 
model GC 8000 Series. Les dades foren enregistrades i analitzades mitjan^ant el 
programa Lab-Base. Les condicions cromatográfíques per a les análisis de espectrometría 
de masses foren les descrites abans exceptuant la pressió a 1'inici de columna ( 8  psi) i el 
temps d'isoterma final (28 min). El temps de retrás per al dissolvent fou de 9 minuts. 
L'energia deis electrons fou de 70 eV.
La identificació deis compostos volátils es va realitzar per comparado amb els temps 
de retenció relatius del patrons coneguts, utilitzant el 2-nonanol com a patró intem. Les 
identificacions es van comprovar mitjan9 ant espectrometría de masses (GLC-MS) i 
comparado amb els espectres de les llibreries NBS o Willey o per comparació amb els 
espectres obtinguts per ais patrons purs (Gil, 1997).
La quantificació deis components obtinguts a la fracció volátil es va realitzar calculant 
els factors de resposta segons l'expressió obtinguda per Gil (1997).
Fr¿=(C|/ Aj)/ (CPi/ APi)
Fr^factor de resposta
Q=concentració de compost problema
A¡=área del pie corresponent al compost problema
Cpj=concentració de patró intem
Api=área del pie corresponent al patró intem
Amb els factors de resposta determináis respecte al 2-nonanol obtinguts per Gil 
(1997), es van calcular les concentracions de cada component a les mostres problema 
mitjan9ant la següenl fórmula:
Ci=(Fri-Cpi Ai)/Ap[”
Com no es disposava de patrons purs de tots els components identificáis, alguns d'ells 
no van ser quantificats. En aquests casos, els resultats s’expressen com a variado relativa 
del compost. Els valors deis resultats mostráis són una mitjana aritmética de tres 
determinacions amb la mateixa mostra.
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CROMATOGRAFIA EN PAPER D’ÁCIDS ORGÁNICS.
La cromatografía en paper permet determinar la presencia deis principáis ácids 
orgánics tant en vi com en medis sintétics. Nosaltres lliem utilitzat per detectar el dos 
ácids qué intervenen a 1TML, málic i láctic. Mesurant la superficie de les taques es pot 
observar el desenvolupament de la fermentado d'una manera rápida (15 mostres en 
6-7 h) i barata.
Es dipositen dues tandes de 10 pL de la mostra sobre un rectangle de paper Whatman 
3MM (23 cm d'alt) i es deixa correr en solvent-revelador durant 5-6 h. Aleshores es deixa 
evaporar a l'aire i s'observa l’aparició de taques grogues sobre un fons blau. Per 
comparado visual amb la superficie de les taques de les solucions patró, es pot determinar 
semiquantitativament la concentrado d'aquests dos ácids, perqué la relació entre 
superficie i concentració és directa (Ribéreau-Gayon, 1978; Pardo i Zúñiga, 1992).
Solvent-revelador de cromatografía en paper
Solució A______________________________
n-Butanol 100.00 mL
Blau de bromofenol 0.10 g
Solució B_______________________________
Ácid acétic glacial 16.00 mL
Ácid fórmic 4.00 mL
H20  destil lada 20.00 mL
Una vegada preparades, les solucions es mesclen (volum total 140 mL) i s’afegeixen a 
la cambra de cromatografía.
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CROM ATO GRAFIA LÍQUIDA D ’ALTA RESO LUCIÓ  (HPLC)
Les determinacions de metabólits per HPLC es van realitzar d'acord amb el métode 
descrit per Fravne (1986) amb algunes modificacions.
Una vegada recollides les mostres qué anaven a ser analitzades per HPLC, es 
congelaven a -20°C fms a la seva preparació. Aleshores, es descongelaven i centrifugaven 
a 18.000 x g  i es descartava el sediment. Les mostres de procedencia vínica o tampons 
eren directament fíltrades a través d'una membrana de 0.22 p m  de porus (Whatman; 
Clifton, New Yersey). Les mostres provinents de medis de cultiu sintétics eren passades a 
mes a través d'un cartutx (C-18 SepPak; Waters Associates, Milford, Mass.) abans de ser 
fíltrades.
Les mostres eren injectades en un equip d'HPLC (Merck-Hitachi) fonnat per un 
detector d'UV-Visible (L-4250) a 210 nm, un detector d'índex de refracció (RI-71) i un 
injector automátic (AS-2000A).
Per a la determinado conjunta d'ácids orgánics, carbohidrats i alcohols, les columnes 
utilitzades foren dues HPX-87H Aminex (Bio-Rad Chemical División, Richmond 
California) connectades en serie després d'una pre-columna Catión H^ (Bio-Rad). El 
senyal cromatográfíc es va enregistrar i integrar amb el programa D-6000 de Merck. Les 
condicions cromatográfiques foren les següents:
Volum d'injecció 10 pL
Temperatura de treball 60 °C
Fase móbil 0.75 mL L' 1 H3P 0 4 del 85% (v/v) en aigua Milli-Q
Flux de treball 0.7 mL m in1
La identificado es va realitzar per comparació deis temps de retenció relatius del 
components amb els obtinguts en les solucions patró d'estándards extems. La 
quantificació es va realitzar per interpolado amb una recta de calibrat obtinguda a partir 
de tres dilucions decimals de patrons extems injectats en les mateixes condicions de 
treball. Els ácids orgánics, a excepció del láctic i el succínic, van ser detectáis amb el 
detector d'ultraviolat mentre qué aquests dos ácids, els sucres i els alcohols ho van ser 
amb el díndex de refracció.
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Per a la determinació exclusiva d’ácids orgánics es va utilitzar una columna C-18 
LiChroCART, 125-4 (Merck, Richmond California) amb una pre-columna Catión H+ 
(Merck). Les condicions cromatográfiques foren les següents:
Volum d'injecció 10 pL
Temperatura de treball 30 °C
Fase móbil 0.75 mL L 1 H3PO4 al 85% (v/v) en aigua Milli-Q
Flux de treball 0.35 mL min1
La identificació i quantificació es va realitzar de la manera descrita per a les 
determinacions amb les columnes Aminex pero amb solucions patró especifiques 
contenint només els ácids qué es volien analitzar.
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ANNEX 3. SOQUES M1CROBÍ ANES
Nom del bacteri Soca Procedéncia
Leuconostoc mesenteroides 912 Col lecció Espanyola
Oenococcus oeni ML34 (218) CoMecció Espanyola
Oenococcus oeni M42 Pardo (1987)
Oenococcus oeni M41 Pardo (1987)
Oenococcus oeni G6 Pardo (1987)
Oenococcus oeni N172 Pardo (1987)
Oenococcus oeni T46 Pardo (1987)
Oenococcus oeni MA4 Aquesta tesi
Oenococcus oeni VV4 Aquesta tesi
Oenococcus oeni W 5 Aquesta tesi
Oenococcus oeni BM2 Aquesta tesi
Oenococcus oeni BM3 Aquesta tesi
Oenococcus oeni RM2 Aquesta tesi
Oenococcus oeni RM3 Aquesta tesi
Oenococcus oeni TV3 Aquesta tesi
Oenococcus oeni TV4 Aquesta tesi
Oenococcus oeni TE3 Aquesta tesi
Oenococcus oeni BE5 Aquesta tesi
Oenococcus oeni CS2 Aquesta tesi
Oenococcus oeni B03A Aquesta tesi
Oenococcus oeni B03B Aquesta tesi
Laclobacillus sp. CH3 Aquesta tesi
Lactohacillus sp. CH4 Aquesta tesi
Laciobacillus sp. GE3 Aquesta tesi
Laclobacillus sp. GE5 Aquesta tesi
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ANNEX 4. BIORREACTORS: INSTRUMENTACIÓ I OPERACIÓ
BIOSTAT-B. B. Braun Biotech (Melsungen, Alemanya)
Volum del tanc de reacció: 2 L
Volum de treball 1 L
Condicions d’esterilització: 121 °C 30 min
Control de pH 2: HC1 5 M i KOH 5 M
Temperatura de treball: 28 ± 0.2 °C
Agitado: 250 rpm
Aireig 3: Flux continu d'aire o N2 estérils
BIOSTAT-Q. B. Braun Biotech (Melsungen, Alemanya)
Volum del tanc de reacció: 330 mL
Volum de treball*: 200 mL
Condicions d'esterilització: 121 °C 30 min
Temperatura de treball: 28 ± 0.2 °C
Agitado: 200 rpm
Aireig3: Flux continu d’aire o N2 estérils
1 Per a realització de cálculs matemátics es van teñir en compte tant els volums 
d’evaporació com els de les mostres extretes durant les fermenlacions.
2 Només ais experiments on així s'indica, el pH es va controlar a 4.8 ± 0.1.
3 Només ais experiments on així s’indica.
El control deis processos de fermentado es va realitzar amb la unitat central de control 
vía connexió RS-422 utilitzant el software MFCS 1.0 B-Braun. El control o evolució del 
pH, pressió parcial d'oxigen, agitado i temperatura de fermentado es van enregislrar de 
manera continua a tots els experiments.
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Per a la realització de 1TML en continu es va utilitzar un biorreactor B. Braun 
Biostat Q, amb les següents modificacions:
Temperatura de treball: 20°C ±0.2
Volum de reacció: 200 mL
Agitació: 50-100 rpm
Taxa de dilució: 0.0155 h ' 1
Flux d'entrada i eixida: 3 mL h 1
El pH es va seguir durant tot el procés. Els fluxos d'entrada i l'eixida de vi es van 
regular amb l'ajuda de dues bombes perisláltiques. Al conducte d'entrada es va instal lar 
un sistema de goteig per evitar retrocontaminacions.
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